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RESUMEN 
 
Objetivo: Genotipificar aislamientos clínicos de M. tuberculosis  obtenidos en Bogotá 
entre 1995 y 2007, por medio de la técnica molecular MIRUs-VNTR. 
Metodología:  Se  genotipificaron152  aislamientos  clínicos  de  M.  tuberculosis, 
utilizando el método molecular MIRUs-VNTR (set 12 loci MIRUs). Luego de obtener los 
patrones MIRU, se determinó el porcentaje de patrones únicos y cepas agrupadas, se 
calculó el poder discriminatorio de la técnica usando el índice discriminatorio de Hunter 
Gaston (HGDI) y se comparó con RFLP IS-6110 y Spoligotyping. Posteriormente se 
compararon los resultados con la base SpolDB4 obteniendo las frecuencias de Miru 
International Type (MIT) con el fin conocer su distribución  geográfica. 
Resultados: Se obtuvieron 73 patrones únicos (47.4%) y 81 cepas agrupadas en 21 
clusters (52.6%). MIRU-VNTR (HGDI: 0.983) mostró un poder discriminatorio menor al 
RFLP IS-6110 (HGDI: 0.996) y mayor al Spoligotyping (HGDI: 0.892), al analizar los 
aislamientos con Spoligotyping como método de tipificación primario seguido de MIRU-
VNTR  el  poder  discriminatorio  fue  similar  al  RFLP:  HGDI:  0.993.  Al  comparar  los 
resultados con la base de Datos SpolDB4 se obtuvieron 43 patrones huérfanos y 111 
cepas con 51 MIT asignados,  el MIT más frecuente fue el 190 , seguido del MIT 45 10 
y  el  MIT  25,  que  habían  sido  previamente  reportados  en  Norte  América,  Centro 
América, Europa y Brasil como país suramericano.   
Conclusiones: La mayoría de las cepas que se encontraron agrupadas no mostraron 
ningún vinculo epidemiológico, MIRUs-VNTR es un método adecuado de tipificación, 
que puede ser utilizado de elección para estudios poblacionales, es capaz de detectar 
infecciones policlonales y es útil en el seguimiento de pacientes con infección crónica y 
reactivaciones  endógenas    ofreciendo  un  poder  discriminatorio  adecuado  y  sin 
inconvenientes técnicos que hagan difícil la utilización de la prueba. 
Palabras Clave: MIRUs-VNTR, PCR, Biología Molecular, Tipificación,  Mycobacterium 
tuberculosis, Locus 
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ABSTRACT 
 
Objetive:  Genotyping  clinical  isolates  of  Mycobacterium  tuberculosis  obtained  in 
Bogota between 1995 and 2007 by using molecular MIRUs-VNTR method. 
Methodology: 152 clinical isolates of  M. tuberculosis were genotyped by molecular 
MIRUS-VNTR  method  (12  loci  MIRU  set).  After  obtaining  MIRUs  patterns,  we 
determined the percentage of unique patterns and clustered strains and we calculated 
the discriminatory power of the technique by using the Hunter Gaston discriminatory 
index.  It  was  compared  with  the  discriminatory  index  of  RFLP  IS  6110  and 
Spoligotyping.  Subsequently  the  results  were  compared  with  the  database  SpolDB4 
obtained  the  frequencies  of  Miru  International  Types  (MIT),  in  order  to  obtain  their 
geographical distribution. 
Results: We were obtained 73 unique patterns (47.4%) and 81 strains grouped into 21 
clusters  (52.6%).  MIRUs-VNTR  (HGDI:  0,983)  showed  a  lower  discriminatory  power 
than  RFLP  IS-6110  (HGDI:  0,996)  and  greater  than  Spoligotyping  (HGDI:  0,892). 
Analyzing the isolates with Spoligotyping as a primary typing method followed by the 
MIRUs-VNTR  the  discriminatory  power  was  similar  to  RFLP:  HGDI:  0.993.  By 
comparing the results with the database SpolDB4 We obtained  43 orphans patterns 
and 111 strains with assigned MIT; the most frequent  MIT was the 190
th  followed by  
MIT 45
th  and MIT 25
th, which had been previously reported in North America, Central 
America, Europe and Brazil (South American country). 
Conclusions: The most of the grouped strains founded didn’t show epidemiological 
linkage.  MIRU-VNTR is a suitable method of typing, which can be used for population 
studies  of  choice,  is  able  to  detect  polyclonal  infections  and  is  useful  in  monitoring 
patients  with  chronic  infections  and  endogenous  reactivation,  providing  adequate 
discriminatory power and no technical problems that make easy the use of the test to 
perform.   
Key  Words:  MIRUs-VNTR,  PCR,  Molecular  Biology,  Typing,  Mycobacterium 
tuberculosis, Loci 
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GLOSARIO 
 
ALÉLO: Forma alternativa de un gen 
CLUSTER: Es el grupo formado por dos o más aislamientos con un patrón o genotipo 
idéntico, que quiere decir que se agruparon por infecciones recientes, fuente común de 
infección o cercanía en el tiempo.  
DR: Locus presente en el genoma de M. tuberculosis llamado Locus de Direct Repeats 
el cual presenta repeticiones directas interespaciadas por secuencias no repetitivas.  
EDTA: Ácido Etilendiaminotetraacetico 
GENOTIPO:  Patrón  obtenido  a  partir  de  la  genotipificación  de  aislamientos  de  un 
microorganismo que puede ser compartido por más de un aislamiento, en este caso 
todos los genotipos son patrones pero todos los patrones no son genotipos. 
GOLD  STANDARD  (Patrón  de  oro):  Es  la  prueba  o  criterio  utilizado  que  mejor 
identifica la enfermedad hasta el momento. 
HARLEM: Linaje Europeo 
INS: Instituto Nacional de Salud (Colombia) 
LAM: Linaje Latinoamérica-Mediterráneo 
LOCUS: Localización especifica de un gen en un cromosoma 
MDR: Multidrogoresistente, Resistencia a medicamentos de primera línea, Izoniacida y 
Rifampicina 
MIRUS-VNTR: Mycobacterial Interpersed Repetitive Units- Variable Number Tandem 
Repeats.  Son  repeticiones  en  tandem  en  número  variable  que  para  el  caso  de  M. 
tuberculosis son llamados MIRUs. 
MIT: Miru International Type 
OMS: Organización Mundial de la Salud 
PATRÓN  HUÉRFANO:  Es  una  cepa  con  un  genotipo  único  que  no  tiene  ningún 
homologo en la base de datos mundial SPOLDB4 
PATRÓN ÚNICO: Es un aislamiento que con un genotipo único que no es  compartido 
con ningún otro aislamiento de la muestra estudiada 
PCR: Polimerase Chain Reaction  
RFLP: Polimorfismo de longitud en fragmento de restricción.   
14 
 
SIT: Spoligotype International Type 
TAES: Tratamiento Acortado Estrictamente Supervisado 
Tb: Tuberculosis 
VIH: Virus de Inmunodeficiencia Humana 
XDR TB: Tuberculosis extremadamente resistente   Tb causada por cepas que además 
de  ser  MDR  son  resistentes  a  medicamentos  de  segunda  línea  (cualquier 
fluoroquinolona y a uno de los tres medicamentos inyectables Amikacina, Kanamicina o 
Capreomicina) 
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1.    INTRODUCCIÓN 
 
La  tuberculosis  (TB)  es  una  enfermedad  causada  por  miembros  del  complejo 
Mycobacterium  tuberculosis,  cuyo  principal  blanco  de  infección  son  los  alvéolos 
pulmonares, pero con capacidad de invadir otros órganos del cuerpo dando lugar a las 
manifestaciones de   TB  extrapulmonar. La principal vía de infección es la vía aérea 
por la inhalación de bacterias expulsadas por personas infectadas al toser (1). 
 
En el mundo  se reportan  anualmente alrededor de 9.2 millones de casos nuevos de 
tuberculosis y de 1.7 a 2.0 millones de muertes, siendo la TB la segunda causa de 
muerte debida a un agente infecciosos en adultos entre los 15 y 49 años (2).  
 
En el año 2006, el número de casos nuevos de TB  en el mundo pudo llegar a los 14.4 
millones,  debido  a  diferentes  factores  a  saber:  a  la  confección  con  el  Virus  de  la 
Inmunodeficiencia  Humana  (VIH)  a  la  circulación  de  cepas  multidrogorresistentes 
“MDR” (resistentes a los medicamentos de primera línea Isoniazida y Rifampicina) y 
extremadamente  resistentes  “XDR”  [cepas  MDR,  que  además  son  resistentes  a 
medicamentos  de  segunda  línea  (cualquier  fluoroquinolona  y  a  uno  de  los  tres 
medicamentos inyectables Amikacina, Kanamicina o Capreomicina)]; a las migraciones   
poblacionales que permiten la fácil diseminación de la enfermedad de un continente a 
otro y a otros factores que hacen que la enfermedad  haya sido catalogada por la OMS 
(Organización Mundial de la Salud) como una emergencia mundial en 1993 (3 ,4,5). 
 
La  TB  es  una  enfermedad  que  se  presenta  principalmente  en  países  en  vía  de 
desarrollo  por  lo  tanto  el  mayor  número  de  casos  se  da  en  países  del  continente 
Asiático, Africano,  y  en  países  de  Latinoamérica  como  Perú,  Brasil  y  Colombia,  los 
cuales reportan el mayor número de casos a nivel Latinoamericano; aunque hubo una 
notificación de casos estable entre los años 1990 a 1998 con un descenso entre 1999 y 
2002, para este mismo año  se notificaron  22 357 nuevos casos solo entre Brasil y 
Perú (6). 
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En Colombia la TB continua siendo un problema de Salud Pública a pesar de haber 
presentado un descenso en su incidencia en los últimos años, desafortunadamente a 
partir del año 1997 la incidencia de la enfermedad ha tenido un incremento sostenido. 
Para el año 2005 la OMS estimó una tasa de incidencia de todas las formas de TB en 
Colombia  de  45  casos  por  100.000  habitantes,  20.496  casos  nuevos  de  TB  de  los 
cuales 9.179 correspondieron a TB con baciloscópia positiva. Los datos informados en 
Colombia por el SIVIGILA en el mismo año fueron, 11.625 casos nuevos de los cuales 
7.706  correspondieron  a  TB  con  baciloscópia  positiva,  con  una  incidencia  de  25,2 
casos por 100.000 habitantes (7).  Esta diferencia en cifras seguramente se deba a la 
pobre búsqueda de individuos sintomáticos respiratorios (SR) en el territorio nacional, 
así como también al subregistro existente.  
 
De acuerdo a las tasas de incidencias (TI) del año 2008 reportadas por el Instituto 
Nacional  de  Salud  (INS),  los  departamentos  con  las  mayores  tasas  de  incidencia 
fueron: Amazonas con una TI de 124.9, Quindío 48.2 x100.000 habitantes, Vichada con 
43.0 x 100.000 habitantes, Chocó 34.9 x 100.000 habitantes y Putumayo con 34.1 x 
100.000 habitantes (7). 
 
En cuanto a la situación de la TB en Bogotá  en el año 2003 se reportaron 985 casos 
es decir una Tasa de Incidencia (TI) de 14,3 casos/100.000 habitantes; para el 2006 se 
notificaron  855  casos  nuevos  de  TB  con  una  tasa  de  incidencia  de  12.31/100  000 
habitantes,  según    datos  preliminares  del  programa  de  control  de  tuberculosis  de 
Bogotá de la Secretaria Distrital de Salud, el número de casos nuevos en el año 2008 
llegó a los 1.135, con una incidencia de 16 casos100.000 habitantes, cifra preocupante 
que  indica  un  aumento  de  casos  en  la  capital  del  país,  posiblemente  debido  al 
desplazamiento forzado, causado por el conflicto armado que vive el país (8,9). 
 
Aunque en algún momento se consideró la posibilidad de la erradicación de la TB, con 
el surgimiento de la pandemia mundial del VIH/SIDA en los 80’s y con la aparición cada 
vez más frecuente de las cepas MDR  y XDR, esta meta es cada vez más lejana lo cual 
se ve reflejado en los datos a nivel mundial, regional y local; sin contar con el sub- 
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registro de datos que indica que  la situación real mundial puede estar subvalorada 
(10,11). 
 
Con  las  herramientas  brindadas  por  la    Epidemiología  molecular,  disciplina  que 
combina técnicas  moleculares  con la Epidemiología clásica, se han podido identificar 
los  genotipos  de  Mycobacterium  tuberculosis  circulantes  a  nivel  mundial.  Las 
metodologías más empleadas son: RFLP Polimorfismo de Longitud en Fragmento de 
Restricción  (Restriction  Fragment  Length  Polymorphism)  (12),  Spoligotyping 
Tipificación de Oligonucleotidos espaciadores (13),  MIRUs VNTR Unidades Repetitivas 
Micobacterianas  Interespaciadas-Número  variable  de  repeticiones  en  Tandem 
(Mycobacterial  Interspersed  Repetitive  Unit-Variable  Number  Tandem  Repeat)  (14), 
entre otras, que han permitido obtener una información valiosa acerca de la dinámica 
de transmisión de la enfermedad. 
 
Cada  una  de  estas  metodologías  se  ocupa  de  identificar  regiones  específicas  del 
cromosoma  bacteriano,  el  RFLP    Identifica  las  secuencias  de  inserción  IS  6110  
denominados Hot Spots o Puntos Calientes de M. tuberculosis (12), el Spoligotyping  
por su parte se centra en la amplificación por medio de PCR Reacción en cadena de la 
polimerasa (Polimerase Chain Reaction) de las secuencias interespaciadas del locus 
DR  (Direct  Repeats)  (13)    y    los  MIRUs-VNTR  la  cual  también  por  medio  de 
amplificación por PCR identifica los loci MIRUS semejantes a minisatélites existentes 
en eucariotas (14, 15,16). 
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2.   OBJETIVOS 
 
 
      2.1 Objetivo General  
 
•  Genotipificar  aislados  clínicos  de  Mycobacterium  tuberculosis  conservados  en  la 
micobacterioteca del laboratorio de Micobacterias, del departamento de Microbiología, 
de  la  Facultad de  Medicina,  de  la  Universidad  Nacional  de  Colombia, obtenidos  en 
Bogotá entre los años 1995 y 2007 mediante la técnica molecular MIRUs VNTR. 
     
       2.2 Objetivos Específicos 
 
-  Estandarizar la técnica de tipificación molecular MIRUs VNTR a las condiciones del 
laboratorio de Micobacterias de la Universidad Nacional de Colombia 
 
-  Determinar el porcentaje de cepas agrupadas y el porcentaje de cepas con patrones 
únicos. 
 
-  Determinar el poder discriminatorio  entre  la genotipificación por medio de MIRUs 
VNTR y la realizada con RFLP-IS6110 y con Spoligotyping. 
 
-  Relacionar  los  aislamientos  agrupados  con  algunas  de  las  variables  clínicas  y 
demográficas. 
 
 
-  Comparar  los  datos  de  tipificación  obtenidos  con  la  base  de  datos    mundial  de 
genotipos MIRUs VNTR del Instituto Pasteur de Guadeloupe. 
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3.   PROBLEMA DE INVESTIGACIÓN Y SU JUSTIFICACIÓN 
 
La  tuberculosis  continúa  siendo  un  problema  importante  de  Salud  Pública  a  nivel 
mundial, por su alta morbimortalidad, siendo aún peor este problema en países en vía 
de desarrollo como el nuestro, en donde hay una mayor diseminación de la enfermedad 
y una insuficiente implementación de la estrategia DOTS  (Tratamiento directamente 
observado de corta duración) en el caso de Colombia TAES ( Tratamiento acortado 
estrictamente  supervisado),  lo  cual  permite  que  haya  un  aumento  de  los  individuos 
infectados  y  que  no  se  aplique  el  tratamiento  oportuno  a  los  casos  nuevos  de 
tuberculosis (2,4,6,17). 
 
La OMS estimó que para el año 2006 habían aproximadamente 1,4 millones de casos 
nuevos y que para el año 2020 esté número ascenderá a un billón, esto gracias a la 
fácil diseminación de la enfermedad, a factores sociales, económicos, financieros y a la 
alta resistencia que está   adquiriendo la bacteria a medicamentos de primera línea, al 
aumento  de  cepas  MDR  y  XDR  que  pueden  ser  fatales  para  los  pacientes    en  la 
mayoría de los casos y muy difíciles de tratar (2). 
 
Colombia se encuentra en el grupo de los países que presenta una mayor  incidencia  
estimada de TB superior de 50 casos por 100.000 habitantes y además es uno de los 
países  con  menor  cobertura  de  la  estrategia  DOTS  cuyo    porcentaje  es  menor  del 
75%(6). 
 
Con el uso de las herramientas brindadas por la Epidemiología Molecular la cual es una 
disciplina que nos permite aumentar nuestro entendimiento acerca de la dinámica de 
transmisión de la enfermedad con el uso de técnicas moleculares en conjunto con la 
epidemiologia  clásica  se  ha  logrado  dilucidar  la  dinámica  de  transmisión  de  la 
enfermedad,  conocer el patrón genético o huella dactilar de los aislamientos de M. 
tuberculosis, la identificación de cepas resistentes circulantes, siendo  una herramienta 
muy útil en el momento de tomar decisiones en estrategias de control de la enfermedad 
y evaluación de la eficacia de las mismas.   
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La metodología considerada hasta hace muy poco tiempo como Gold Estándar para 
tipificación molecular de M. tuberculosis había sido el RFLP-IS6110, debido a  que la 
secuencia  de  inserción  6110  de  inserción  se  encuentra  en    diferente  número  y  en 
diferente posición en sitios del genoma bacteriano, esta metodología posee un  amplio 
poder  discriminatorio  entre  los  genotipos  circulantes  en  el  mundo  pero  presenta  
inconvenientes para su ejecución ya que requiere grandes cantidades de ADN, es una 
técnica compleja, su poder discriminatorio disminuye en cepas que presenten menos 
de 5 copias de la IS 6110. Y no es fácil su comparación inter laboratorios (12, 18, 
19,20). 
 
Otra  metodología  utilizada  para  genotipificar  cepas  de  M.  tuberculosis  es  el 
Spoligotyping,  la  cual  es  una  metodología  muy  eficiente,  fácil  de  realizar  y  de  fácil 
interpretación y comparación de los resultados inter laboratorios, es un método de fácil 
ejecución basado en PCR, tiene la habilidad de diferenciar entre especies del complejo 
M. tuberculosis, clasifica los aislamientos bacterianos en familias y linajes siendo muy 
útil a este nivel. Su principal inconveniente es su bajo poder discriminatorio, por lo que 
no  puede  ser  utilizado  como  única  metodología  de  tipificación  en  estudios 
poblacionales (13, 18,19). 
 
El MIRUs VNTR actualmente es el reemplazo de la técnica RFLP- IS6110 como Gold 
Estándar ya que es más fácil de llevar a cabo, se basa en la amplificación de unidades 
repetidas interespaciadas Micobacterianas, las cuales se distribuyen a través de todo el 
genoma  bacteriano,  41  en  total  pero  actualmente  se  utilizan  24  de  estos  locus  los 
cuales presentan algún grado de polimorfismo, requiere una menor cantidad de ADN, el 
resultado se obtiene en un menor tiempo ya que no requiere gran cantidad de bacilos 
en  cultivo  y  dependiendo  del  número  de  locus  MIRUs  puede  tener  un  nivel 
discriminatorio igual o superior al RFLP- IS6110 (14, 15, 18,19). 
 
Al  tener  herramientas  disponibles  de  alta  sensibilidad  y  relativamente  fáciles  de 
realizar,  se  pueden  hacer  estudios  a  nivel  poblacional,  caracterizar  la  dinámica  de  
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transmisión en dicha población, implementar programas apropiados de prevención y 
control  de  TB,  comparar  los  genotipos  identificados  en  una  región  con  aquellos 
circulantes  en  otras  poblaciones,  identificar  genotipos  con  amplio  espectro  de 
resistencia, lo cual es  de gran relevancia porque permite tomar las medidas necesarias 
para contrarrestar la circulación de estas cepas. 
 
En  el  país,  incluyendo  Bogotá  existe  un    gran  desconocimiento  de  la  dinámica  de 
transmisión de la tuberculosis.  En el Laboratorio de Micobacterias del departamento  
de Microbiología de la Universidad Nacional de Colombia se cuenta con una colección 
de aislados de Mycobacterium tuberculosis obtenidos de pacientes diagnosticados en 
Bogotá desde el año 1995 hasta el año 2007 en diferentes hospitales de la ciudad.  129 
de estos aislados han sido previamente objeto de caracterización genotípica mediante 
RFLP-IS6110  y 137 por  Spoligotyping.  
 
Como parte del proyecto “Epidemiología molecular de la TB en Bogotá utilizando los 
métodos RFLP IS6110, Spoligotyping  y MIRUs-VNTR”, el presente trabajo pretende 
realizar la genotipificación de esta misma colección por medio de MIRUs VNTR, técnica 
que presenta ventajas a nivel de facilidad de la realización de la técnica y su alto grado 
de  diferenciación  dado  por  el  número  de  MIRUs  a    analizar,  con  el  fin  tener  una 
aproximación de la dinámica de transmisión de la tuberculosis en Bogotá, establecer 
una concordancia con los trabajos previamente realizados y abrir el paso a posteriores 
investigaciones prospectivas a nivel poblacional en la ciudad y en el país con el fin de 
contribuir en la determinación de la dinámica de transmisión de la enfermedad, a la 
identificación de cepas circulantes MDR y XDR y a la evaluación de las estrategias de 
prevención y control, como a la verificación de la calidad del diagnóstico al determinar 
contaminación cruzada en los laboratorios, que puede llegar al 5% de los casos. 
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4.    MARCO TEÓRICO 
 
                        4.1   Historia de la tuberculosis 
 
La  existencia  en  la  tierra  del  género  Mycobacterium  data  desde  hace  más  de  150 
millones  de  años  y  se  dice  que  el  ancestro  de  Mycobacterium  tuberculosis  co-
evolucionó  con  los  primeros  homínidos  hace  alrededor  de  tres  millones  de  años 
(20,21). 
 
Se han identificado ácidos nucleícos de  de Mycobacterium tuberculosis en momias 
Egipcias de hace 5.000 años, en India de hace 3.300 años y en China de hace 2.300 
años, en Colombia se identificaron Micobacterias en restos óseos y dentarios de los 
años 1200 a 1600 DC, en el departamento del Cauca y en una momia prehispánica 
encontrada en el departamento de Santander en Colombia fué posible diagnosticarle 
tuberculosis ya que presentaba las lesiones típicas de la enfermedad en los huesos, 
Mal de Pott y posteriormente fue confirmada por ribotipificación 16S, confirmando la 
presencia de la enfermedad en la Colombia prehispánica  (22, 23,95). 
 
Inicialmente la TB fue denominada como “tisis” hace cerca de 460 millones de años en 
la literatura griega, Hipócrates describió la enfermedad como la más diseminada de 
todos  los  tiempos,  además  dijo  que  casi  siempre  era  fatal    y  que  ocurría  más 
frecuentemente en personas entre 18 y 35 años de edad, aunque Aristóteles consideró 
la tuberculosis como una enfermedad contagiosa, la mayoría de los griegos creían que 
era una enfermedad hereditaria; luego Hipócrates definió la tisis como una ulceración 
en los pulmones, dolor en el pecho acompañado de tos, fiebre ligera, y expulsión de 
esputo    con  pus  y  además  consideró  que  la  enfermedad  estaba  asociada  con 
malnutrición (24). 
 
En Europa se presentó un brote epidémico de  la enfermedad denominada como “La 
gran plaga blanca” que inició a principios del siglo XVII y duro aproximadamente 200  
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años cobrando un gran número de muertes, siendo la principal causa de mortalidad 
para esa época (25,26). 
 
En América las muertes por la enfermedad  alcanzaron una tasa de incidencia de 9.000 
muertes por 100 000 habitantes (27).  
 
En el siglo 17 se inician las descripciones anatomo-patológicas de la enfermedad,  se 
describen los tubérculos  que estaban siempre presentes en los pulmones y el nombre 
de  tisis  es  sustituido  por  tuberculosis,  (27),  además  se  describen  tres  fases  de  la 
enfermedad  inflamación,  ulceración  y  tisis  (28).  En  1546  se  explica  la  naturaleza 
contagiosa de la enfermedad en el libro De Morbus contagiosus en donde se explica 
que  la  enfermedad  es  causada  por  partículas  que  podían  sobrevivir  por  fuera  del 
cuerpo  por  años  (29);  en  1970  Benjamin  Marten  habla  del  contagio  de  la  TB  por 
pequeñas criaturas  vivas que entran al cuerpo y causan TB y además plantea que las 
personas que viven muy cerca de un enfermo, que duermen en la misma cama o que 
conviven con él son susceptibles de sufrir también la enfermedad (29,30,31). 
 
En  1882,  Robert  Koch  hizo  su  más  famosa  presentación  en  Berlín  acerca  de  la 
etiología  de  la  TB  (Die  aetiologie  der  Tuberculose),  el  utilizó  un  medio  de  cultivo 
compuesto  de  papa  y  agar  el  cual  utilizó  para  obtener  microorganismos  puros,  y 
además desarrollo nuevas metodologías para la tinción de bacterias basadas en azul 
de metileno para evidenciar la bacteria (32, 33,34). 
 
Koch  en  sus  experimentos  logró  reproducir  los  síntomas  y  hallazgos  clásicos  de  la 
enfermedad en cerdos de Guinea y después de muchos ensayos en el laboratorio, en 
1890 publica  sus postulados, los cuales se basan en cuatro criterios para establecer la 
relación etiológica entre un microorganismo y una enfermedad: 1) El microorganismo 
debe  ser  encontrado  en  todos  los  animales  que  sufran  la  enfermedad  pero  no  en 
animales sanos. 2) El microorganismo debe ser aislado del animal enfermo y crecer en 
un  cultivo  puro.  3)  El  microorganismo  cultivado  debe  causar  la  enfermedad  al  ser 
inoculado  en  un  animal  sano.  4)  El  microorganismo  debe  ser  reaislado  del  animal  
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inoculado experimentalmente. Estos postulados siguen aún vigentes y son tenidos en 
cuento  en  el  momento  de  establecer  relaciones  etiológicas  en  las  enfermedades; 
gracias a estos postulados  y a la descripción del bacilo de la tuberculosis Robert Koch 
se hizo merecedor del premio Nobel de Medicina en 1905 (23,33,34). 
 
Para el tratamiento de la TB , la quimioterapia se inició después de la purificación de la 
estreptomicina a partir del cultivo de Streptomyces griseus en 1943 y con el desarrollo 
de los demás medicamentos como el ácido p- aminosalicílico en 1949, isoniazida en 
1952, pirazinamida en 1954, cicloserina en 1955, etambutol en 1962 y rifampicina en 
1963 (31).  
En 1921 se realizó la primera aplicación de la vacuna BCG gracias a la atenuación de 
la  virulencia  de  Mycobacterium  bovis  realizada  por  Calmette  y  Guerin,  la  cual  hace 
parte de los esquemas actuales de inmunización en niños, para evitar la presentación 
de formas graves de la enfermedad como la TB meníngea (35). 
 
 
                       4.2    Epidemiología de la tuberculosis 
La  tuberculosis  sigue  siendo  un  grave    problema  de  salud  pública  a  nivel  mundial, 
especialmente  en  continentes  como  Asia  y  África  en  donde  las  condiciones 
socioeconómicas favorecen la transmisión de la enfermedad y las tasas de incidencia 
alcanzan los 363 casos por 100.000 habitantes, para el año 2006 se reportaron 9.2 
millones de casos nuevos de la enfermedad, TI de 139 por 100 000 habitantes con 1.7 
millones de muertes para este mismo año; de estos 0.7 millones de infectados eran 
pacientes  con  VIH  y  0.2  millones  de  estas  muertes  se  presentaron  en  este  mismo 
grupo de población (2).   
 
Se  estima  que  a  nivel  mundial  una  de  cada  tres  personas  está  infectada  con 
Mycobacterium tuberculosis, la tuberculosis es la responsables del 2,5% de la carga de 
enfermedad global,  se estima que el número total de casos nuevos a nivel mundial 
alcanza  los  14,4  millones  de  personas  infectadas  en  total,  0.5  millones  de  casos  
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estimados corresponde a  MDR TB ( Tuberculosis multidrogoresistente), el  75% de las 
personas infectadas con TB se encuentran en edad económicamente productiva 15 a 
59 años afectando principalmente más hombres que mujeres, sin embargo la TB causa 
más muertes en mujeres jóvenes que todas las causas de mortalidad materna juntas 
(2,3,5). 
 
En 1993 la tuberculosis fue declarada por la OMS como emergencia mundial, debido al 
aumento  sostenido  del  número  de  casos  en  los  últimos  años,  y  a  algunos 
macroindicadores que le confieren a la enfermedad esta característica de emergencia 
mundial: la tercera parte de la población mundial está infectada con el bacilo, de los 
cuales uno de cada 10 personas desarrollará la enfermedad; más de la mitad de las 
personas morirán a causa de la enfermedad, si no reciben tratamiento oportuno; por 
cada persona bacilífera se infectan aproximadamente de diez a quince personas en el 
lapso de un año; cada día 20.000 personas desarrollan tuberculosis y de ellas 5.000 
mueren por su causa; entre las enfermedades de etiología infecciosa, la tuberculosis es 
la segunda causa de muerte a nivel mundial;  se estima que entre el  2000 y el 2020 se 
infectarán cerca de un billón de personas de las cuales morirán aproximadamente 200 
millones  de  personas    si  no  se  aplican  medidas  eficaces  para  el  control  de  la 
enfermedad (2).  
 
La situación actual de la TB se ve agravada con la aparición en Sur África del primer 
brote  de  TB  extremadamente  resistente  o  de  resistencia  extendida  (TB-XDR)    (5) 
publicado  por la OMS en septiembre de 2006, causa una alta tasa de mortalidad, 
especialmente en individuos coinfectados por el VIH. Un estudio posterior realizado en 
49 países donde se analizaron 17.690 aislamientos, reveló una  prevalencia del 20% de 
TB-MDR y del 2% de TB-XDR. Este último tipo de TB fue identificado en todas las 
regiones, siendo más común en Corea (15% de todos los aislamientos TB-MDR), el 
Este de Europa y el oeste de Asia (14% de todos los aislamientos TB-MDR) (6). Los 
países con la mayor morbilidad y mortalidad a nivel mundial se resumen en la Tabla 1. 
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Tabla 1. Morbilidad por M. tuberculosis estimada para el año 2007. (WHO Report 2009) 
 
En  la  tabla  1  se  muestran  los  países  con  el  mayor  número  de  casos  de  tuberculosis  reportados,  en  orden 
descendente 
 
En  las  Américas  para  el  año  2003  se  estimó  la  presencia  de  502.605  casos 
prevalentes, 370.107 casos nuevos de TB de todas las formas  y 53.803 muertes, con 
una tasa de incidencia de 43 por 100.000 habitantes para la región en general. Los 
países con mayor tasa de incidencia de casos de TB en las Américas son: Haití con 
una TI de 323 por 100.000 habitantes, Bolivia 225/ 100.000 habitantes, Perú 188/100. 
000, Ecuador 133/100 000 y Guyana con TI 30/100.000 habitantes (6). 
 
En  las  Américas el factor  de  riesgo más  importante para adquirir  el  Mycobacterium 
tuberculosis es la infección con VIH (Virus de la inmunodeficiencia humana) ya que 
esta epidemia aumentó la carga global de la enfermedad; la OMS estima que el VIH 
incrementó la prevalencia de la TB  en un 1.3% (2,6). 
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En cuanto a TB-MDR se estima que para la mayoría de los países de América,  la 
prevalencia es inferior al 3%, sobre todo en países donde los programas de control son 
exitosos, sin embargo en países como República Dominicana, Ecuador, Guatemala y 
Perú la prevalencia es igual o superior al 3%, lo cual hace que sea un grave problema 
de salud pública en estos países (2,6). 
 
En Colombia para el año 2006 se presentaron 11.128  casos nuevos de TB en todas 
las formas, TI de 25,64/100.000 habitantes, situación que va en aumento a través de 
los años pues en el año 2002 se presentaron 10.272 casos con una TI de 22/100.000 
habitantes. Los departamentos con mayores tasas de incidencia de la enfermedad son 
Amazonas con 101 casos y TI de 147.23/100.000 habitantes, Guajira con 470 casos TI 
de  63.32/100.000  habitantes,  Meta  con  404  casos  TI  de  50.47/100.000  habitantes, 
Chocó con 276 casos y TI de 60.22/ 100.000  y Risaralda con 409 casos TI 12.31/100. 
000  habitantes,  aunque  se  presume  que  el  número  de  casos  que  se  presentan 
anualmente  son  mayores  y  no  son  reportados  al  sistema  de  vigilancia  del  país 
subestimando la situación real de la TB en el país (36, 37). 
 
Colombia  se  puede  considerar  como  un  país  con  una  transmisión  alta  y  a  su  vez 
presenta zonas de muy alta transmisión como es el caso de los departamentos de 
Amazonas, Guajira y Meta (38). 
 
Bogotá es una ciudad que presenta una tasa de incidencia de 12.31/100.000 habitantes 
con 855 casos nuevos reportados para el año 2006, siendo considerada como una 
zona de transmisión media (36). De acuerdo al informe  de la Secretaria Distrital de 
Salud, para el año 2008 la TI de TB en Bogotá fue de el número de casos reportados  
fue de 16/100.000 habitantes.  El número de casos de TB extrapulmonar reportado 
para el 2008 en el país fue de 1722 casos con una TI de 3.9/100 000 habitantes, una 
coinfección de TB/VIH de 636 casos es decir el 3.4% del total de los casos (37). En 
Colombia se han realizado pocos estudios para conocer la situación de la resistencia 
del  Mycobacterium  tuberculosis  a  los  medicamentos  antituberculosos,  en  1992  se   
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encontró una resistencia global de 14.2% y una MDR de 1.81%, en 1999 la resistencia 
global de M. tuberculosis fue del 15.6% y una MDR de 1.5% (39, 40,41). 
 
En  un  estudio  realizado  por  el  Laboratorio  Nacional  de  Referencia,  Laboratorio  de 
Micobacterias del Instituto Nacional de Salud con aislamientos recolectados entre 2001 
y 2004, de pacientes tratados y no tratados, se encontró una resistencia global a los 
medicamentos antituberculosos en pacientes no tratados de 11.78% y una MDR de 
2,38%. Se detectó una mayor frecuencia de monorresistencia a la estreptomicina con 
un 4,32%, seguido de la Isoniazida con un 2,27%. En pacientes tratados previamente la 
resistencia global encontrada fue del 44,32%  la monorresistencia mas alta fue a la 
estreptomicina con un 5.68%, seguido de isoniazida con un 1,89% y rifampicina con un 
0,38% (42).   
 
Para controlar la transmisión de la TB la OMS creó un programa llamado “Stop TB” el 
cual se basa básicamente en seis principios que buscan para el año 2015  la reducción 
a la mitad en la prevalencia y mortalidad de esta enfermedad  con respecto al año 1990 
, los cuales son expandir y mejorar el DOTS; hacer frente a la TB acompañada del VIH 
y TB-MDR; contribuir al fortalecimiento de los programas de salud; involucrar a todo el 
personal de salud; dar mayor capacidad de acción a los pacientes y comunidades y 
favorecer y promover las investigaciones por medio de la detección y tratamiento de 
nuevos  casos;  detectar  al  menos  el  70%  de  nuevos  casos  bacilíferos  y  tratar  a 
satisfacción al menos el 85% de los casos detectados (2,6). 
 
Dentro  del  Programa  STOP  TB  se  plantea  en  el  mundo  la  implementación  de  la 
estrategia DOTS/TAES, la cual busca que la mayoría de pacientes que adquieren la 
infección y enferman sean detectados y reciban el tratamiento correcto (2,6).  
La cobertura de la estrategia DOTS fue para el 2006 de 71% en Europa, 76% en África, 
87%  en  el  sureste  asiático,  y  92%  en  el    pacífico  occidental.  En  las  Américas,  la 
cobertura de la estrategia DOTS para el 2003 fue del 78%, los países americanos con 
una cobertura de la estrategia DOTS mayor al 90% y una tasa de incidencia menor a 
25/100.000  habitantes  fueron:  Antillas  Holandesas,  territorios  Franceses,  Canadá,  
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Caribe  Inglés,  Chile,  Costa  Rica,  Estados  Unidos,  Cuba,  Jamaica,  Puerto  Rico  y 
Uruguay; Cobertura mayor al 90% de la estrategia DOTS e incidencia mayor a 25/100. 
000 Habitantes fueron: Argentina, Bélice, México, Panamá y Venezuela; Países con 
cobertura de estrategia DOTS mayor del 90%  y TI mayor a 50/ 100.000 habitantes 
fueron:  Bolivia,  El  Salvador,  Guatemala,  Honduras,  Nicaragua  y  Perú;  y  países  con 
cobertura de estrategia DOTS inferior al 75% con TI superior a 50/100 000 habitantes: 
Brasil, Colombia, Ecuador, Guyana, Haití, Paraguay, república Dominicana y Surinam. 
(6). 
 
 
  4.3    Cepas multidrogorresistentes MDR 
Uno  de  los  principales  impedimentos  para  el  adecuado  control  de  la  TB  es  la 
circulación de cepas MDR, lo cual puede ser contrarrestado adecuadamente aplicando 
métodos de detección rápida de cepas con estos genotipos e implementar estrategias 
de control adecuadas (44). 
 
Se  definen  como  cepas  MDR  aquellas  que  presenten  resistencia  a    rifampicina  e 
isoniacida lo cual se convierte en un grave inconveniente ya que los pacientes a los 
que se les aísla este tipo de cepas requieren el uso de medicamentos de segunda 
línea, los cuales son más costosos más tóxicos  y menos efectivos en el tratamiento de 
la enfermedad (44,45). 
 
El genotipo Beijing está compuesto por un grupo homogéneo de bacterias proveniente 
de  la expansión clonal favorecido por ventajas selectivas. Esta familia fue identificada 
inicialmente  en  China  en  donde  el  85%  de  los  aislamientos  de  M.  tuberculosis 
presentaban e mismo patrón RFLP-IS6110 con 15 a 25 copias de la IS6110  y el mismo 
patrón espoligotipo caracterizado por la ausencia de los espaciadores 1 a 34 y por la 
hibridación positiva de los espaciadores 35 a 43 (44). 
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Otra familia que presenta características de MDR es la familia W la cual presenta el 
mismo  linaje  filogenético  de  la  familia  Beijing  la  cual  fue  aislada  en  Nueva  York  y 
presenta un patrón RFLP-IS6110  y un espoligotipo igual al de la familia Beijing (45). 
Adicionalmente se ha reportado que las cepas W/Beijing  presentan mutaciones en 
genes putativos lo cual explica la incrementada tasa de adaptación de esta bacteria 
cuando es expuesta a la presencia de medicamentos antituberculosos, la diseminación 
y transmisibilidad parece estar dada por la regulación de las IS6110 sobre los genes 
implicados en la virulencia y su gran habilidad para mutar más rápidamente que las 
cepas que no presentan resistencia (44). 
   
 
                       4.4   Diagnóstico de tuberculosis (TB) 
El  diagnóstico  de  TB  se  lleva  a  cabo  a  partir  de  la  identificación  de  la  bacteria  en 
muestras  provenientes  del  tracto  respiratorio  en  caso  de  TB  pulmonar  o  de 
secreciones, líquidos o biopsias de otras partes del cuerpo (TB extrapulmonar) (46). 
 
El método de elección para el diagnóstico de TB es la baciloscópia de esputo la cual 
busca  la  presencia  de  bacilos  ácido  alcohol  resistentes  (BAAR)  y,  el  cultivo  de  los 
especímenes clínicos en medio de Ogawa Kudoh (OK) o Lowenstein Jensen (LJ).  La 
baciloscópia es un método ventajoso  para el diagnóstico de TB ya que es una técnica 
relativamente  sencilla,  de  muy  bajo  costo,  pero  presenta  problemas  a  nivel  de 
sensibilidad  ya  que  en  pacientes  que  no  expulsan  gran  cantidad  de   bacilos  no  es 
posible detectarlos, en estos casos se realiza el cultivo el cual sirve para diagnosticar 
los  pacientes  con  baja  carga  bacilar,  pero  presenta  el  inconveniente  que  es  muy 
demorado  el  crecimiento  y  por  lo  tanto  el  diagnóstico,  pero  es  muy  útil  para  los 
pacientes que presentan resistencia a medicamentos, para la posterior realización de 
pruebas de sensibilidad a medicamentos antituberculosos (47,48,49). 
 
Para  la  identificación  de  especies  del  complejo  M.  tuberculosis  se  debe  tener  en 
cuenta:  velocidad  de  crecimiento,  características  morfológicas  de  las  colonias,  y  
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resultados  de  las  pruebas  bioquímicas  como  catalasa  a  T°   ambiente,  prueba  de 
nitratos, prueba de niacina cuyos  resultados en bacterias pertenecientes al complejo M 
tuberculosis son reacciones positivas (40,41). 
 
Otras  metodologías  que  apoyan  el  diagnóstico  de  la  TB  son  los  rayos  X,  métodos 
inmunológicos tales como el Elisa, la realización de la prueba de la tuberculina (40, 
41,42,  52)  que  actualmente  ha  caído  en  desuso,  métodos  automatizados  para  la 
detección rápida de crecimiento bacteriano como BACTEC MGIT (50) y pruebas de 
biología molecular como PCR que amplifica la IS6110. (12).  También el método PRA 
(PCR restriction analysis) en el cual se realiza una amplificación del gen hsp 65 y el 
producto de PCR se corta con enzimas de restricción  (51), cuantificación de interferón 
gamma (Quantiferon) (53) la cual detecta infección y tuberculosis latente al igual que la 
tuberculina. 
 
 
      4.5    Epidemiología Molecular 
Los métodos moleculares utilizados para el estudio y caracterización de miembros del 
complejo  M.  tuberculosis  han  brindado  un  gran  avance  en  el  conocimiento  de  la 
dinámica de transmisión de esta enfermedad, han permitido la revelación de las bases 
genéticas implicadas en el desarrollo de resistencia a medicamentos y caracterización 
de brotes epidémicos en poblaciones e identificación  de linajes y familias del complejo 
(12, 13,14). 
 
Gracias a la secuenciación total del genoma de M. tuberculosis  se han identificado 
diversos marcadores genéticos utilizados para la caracterización y diferenciación de 
cepas que infectan personas en un periodo de tiempo determinado, los cuales facilitan 
la caracterización de las cepas sin tener que realizar la secuenciación completa de las 
bacterias lo cual constituye un ahorro en costos y tiempo (Figura 1.) (54, 55,56). 
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Figura 1. Ubicación de marcadores moleculares en el cromosoma de M. tuberculosis 
para genotipificación: RFLP IS-6110, Spoligotyping y MIRUs VNTR (Barnes et al. 2003) 
 
 
N Engl J Med 2003; 349: 1149-56 
 
El  desarrollo  de  metodologías  de  fingerprinting  ha  permitido  realizar  estudios  de 
transmisión  global  de  la  enfermedad,  que  permiten  una  comparación  de  cepas 
circulantes  en  distintas  poblaciones  y  de  esta  manera  establecer  si  hay  un  flujo 
genético  de  una  población  a  otra,  caracterizar  brotes,  hacer  distinción  entre 
transmisiones  recientes  o  antiguas,  detectar  si  hay  contaminación  cruzada  en  el 
laboratorio, detección de reinfección o recaída en pacientes con episodios secundarios 
de TB, identificación de poblaciones con alto riesgo de transmisión para la posterior 
implementación de la estrategia de control adecuada para contrarrestar la transmisión 
(18,19,54,55,56,57). 
 
Un  método  de  tipificación  molecular  debe  ser  preferiblemente  rápido  y  sencillo  de 
realizar,  no  debe  ser  costoso,  fácilmente  aplicable  sobre  material  clínico  o  que  no 
requiera  una  gran  cantidad  de  bacterias  en  cultivo,  que  tenga  un  buen  poder  para 
discriminar o diferenciar cepas, que los marcadores genéticos sean estables, etc. (58).  
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4.5.1     RFLP-IS 6110 Polimorfismo en la Longitud de los Fragmentos de 
Restricción 
 
Esta técnica fue estandarizada por Van Embden en 1993 (12)  y era considerada como 
Gold Estándar para la tipificación de aislados clínicos de Mycobacterium tuberculosis. 
La secuencia de inserción 6110 se presenta en el genoma de la micobacteria y su 
localización  y  número  de  copias  es  variable,  oscila  entre  0  a  25,  confieren  un  alto 
polimorfismo y son estables,  lo cual le proporciona a esta metodología un amplio poder 
discriminatorio (12,59). 
 
Aunque es una metodología muy confiable para la caracterización de cepas, presenta 
algunas desventajas propias de la prueba, su alto costo, dispendiosa pues requiere 
grandes  cantidades  de  ADN  y  por  lo  tanto  se  requiere  un  crecimiento  masivo  de 
bacterias en cultivo, haciendo que esta sea muy demorada, su poder discriminatorio 
disminuye  en  aquellas  cepas  que  poseen  menos  de  5  copias  en  la  IS6110,  los 
resultados no pueden ser interpretados fácilmente o de forma digital lo que dificulta la 
comparabilidad de resultados entre laboratorios (50,51,57,60).  
 
 
                  4.5.2. Secuencias polimórficas ricas en GC RFLP 
 
Es un método utilizado para sub tipificar aquellas cepas que presentan pocas copias de 
la IS6110 menos de 5), además puede ser aplicado en áreas geográficas en donde se 
presenta una alta transmisión de TB en donde las cepas pierden las IS6110 y por lo 
tanto no se pueden analizar por la metodología anterior (19). 
 
Este es un método basado en RFLP en el cual se utiliza un plásmido recombinante 
pTNB12  el  cual  contiene  secuencias  polimórficas  ricas  en  GC  (PGRS),  estas 
secuencias  se  repiten  varias  veces  en  el  genoma  de  la  bacteria,  tienen  una  alta 
estabilidad genética (61).  
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La forma de realizar la técnica es similar a RFLP-IS6110, pero aquí se utiliza  una 
sonda dirigida a las PGRS y el DNA es cortado con la enzima de restricción Alu I. Es un 
método 100% reproducible y presenta los mismos inconvenientes que RFLP-IS6110 
(62). 
 
 
4.5.3   “Spoligotyping” Tipificación de oligonucleótidos espaciadores  
 
Recientemente se han introducido los métodos de tipificación basados en PCR, los 
cuales presentan muchas ventajas con respecto al  RFLP-IS6110. Son métodos fáciles 
de realizar, requieren poca cantidad de ADN para llevar a cabo la amplificación, los 
resultados  son  arrojados  en  corto  tiempo  y  por  lo  general  la  interpretación  de    los 
mismos  se  hace  con  códigos  numéricos  lo  cual  facilita  su  interpretación  y 
comparabilidad    entre  laboratorios  y  crear  bases  de  datos  en  donde  reposan  los 
diferentes genotipos reportados mundialmente (19, 57,63). 
 
El  Spoligotyping  fue  estandarizado  por  Kamerbeck  et  al  (13),  es  un  método    de 
tipificación secundario para aquellas cepas que presentan pocas copias de IS 6110, es 
útil  para  diferenciar  las  diferentes  especies  del  complejo  M.  tuberculosis    (M. 
tuberculosis, M. pinnipedii, M. caprae, M. microtti, M. bovis, M. africanum) y además 
diferencia  las  diferentes  familias  o  linajes  de  Mycobacterium  ya  que  arrojan 
espoligotipos propios de cada linaje (LAM, CAS, Haarlem, Beijing, Familia X, Familia T) 
(13, 56,57). 
 
Este método se ocupa de la amplificación del locus DR (Direct Repeats)  el cual es 
altamente  polimórfico,  este  locus  posee  repeticiones  directas  de  36  pb  bien 
conservadas las cuales están separadas por secuencias no repetitivas de 34 a 41 pb 
de longitud llamados espaciadores, existen 94 espaciadores pero solo 43 de ellos son 
utilizados rutinariamente para genotipificación (13). 
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En este método se realiza una amplificación de todo el locus DR por PCR, el producto 
de amplificación de la PCR contienen los espaciadores amplificados los cuales son 
hibridados con sondas dirigidas contra los diferentes espaciadores (13,64,65). 
Los resultados son de fácil interpretación, pues se determina la presencia o ausencia 
del  espaciador  y  los  resultados  se  expresan  en  códigos  binarios,  los  cuales  son 
comparados en base de datos mundiales (64). 
 
Este método es fácil de realizar, es ampliamente utilizado por su alta reproducibilidad. 
Una de  las principales desventajas del método es su bajo poder discriminatorio lo que 
impide que sea utilizado como método de tipificación primario (66). 
 
 
4.5.4                               MIRUs-VNTR  Unidades  Repetitivas  Micobacterianas             
Interespaciadas- Número Variable de Repeticiones en Tándem. 
 
La técnica para la identificación de MIRUs fue estandarizada por Supply et al en 1997 
(14), los MIRUs son marcadores parecidos a las repeticiones en tándem en número 
variable VNTR las cuales están presentes en cientos de copias en los genomas de  
eucariotas  superiores,  estos  están  presentes  en  las  especies  del  complejo  M. 
tuberculosis y en M. leprae (14,67). 
 
Estos marcadores son denominados como minisatélites ya que su tamaño oscila entre  
los 40 y 100 pb, se presentan 41 unidades (Figura 2.) de estos MIRUs en el genoma 
de  M.  tuberculosis  en  regiones  intergénicas.  Inicialmente  se  describieron  12  locus 
altamente polimórficos, pero recientemente se ha descrito  que  24 de estas unidades 
son  altamente  polimórficas  y  varían  en  el  número  de  copias  entre  aislados  de  M. 
tuberculosis  no  relacionados.  confiriéndole  un  mayor  poder  discriminatorio  a  esta 
metodología  y  convirtiendo  estas  regiones  como  las  estructuras  más  variables  del 
genoma de M. tuberculosis. Entre estos loci, existen repeticiones en tándem similares a 
los minisatélites de humanos (14, 15, 68, 69,70).  
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Figura 2. Numero de locus MIRUs identificados en el cromosoma de Mycobacterium 
tuberculosis con su nomenclatura. (Supply et al. 2000)(16) 
 
 
Mol Microbiol 2000; 44: 4448-4510 
 
Los MIRUs han sido clasificados en tres tipos: Los MIRUs tipo I los cuales contienen 
secuencias de alrededor de 77 pb; los tipo II y tipo III los cuales se caracterizan por 
tener una adición de  aproximadamente 24 pb y de 15 pb en los extremos 3’ y 5’ de las 
secuencias tipo I, y los tipo II/III que contienen vacios de ambos tipos y que fueron 
encontrados en 8 de 20 locus MIRUs (16). 
 
Los  genes  flanqueantes  de  estos  locus  MIRUs  están  implicados  en  actividades 
metabólicas  y  actividades  regulatorias  de  las  bacterias,  incluyendo  la  biosíntesis  o 
degradación  de  ácidos  grasos,  producción  de  energía  y  transducción  de  señales 
(16,57, 58,71). 
 
Los arreglos en los MIRUs son generados por la ocurrencia de eventos intra alélicos 
sugiriendo la alta conservación de las secuencias repetidas en los MIRUs, es decir que 
las variaciones en estas secuencias repetitivas son el resultado de una relajación  en el 
control recombinacional entre secuencias parcialmente divergentes y la inhabilidad por 
parte de esta bacteria de corregir los errores producidos en la transcripción por la DNA  
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polimerasa, lo cual hace que esta bacteria carezca de un sistema de reparación (71, 
72,73). 
 
Los  MIRUs  son  secuencias  análogas  a    los  minisatélites  variables  en  humanos  los 
cuales confieren variabilidad a las especies, estas  regiones son útiles y poderosos 
marcadores  a  nivel  epidemiológico  y  pueden  ser  utilizados  para  la  realización  de 
estudios de genética de poblaciones de este patógeno, ya que los patrones MIRUs son 
estables  por  largos  periodos  de  tiempo  lo  cual  permite  establecer  asociaciones  de 
transmisión reciente, reactivaciones endógenas e infecciones crónicas (16). 
 
Esta técnica se basa en la amplificación de cada locus MIRUs con iniciadores dirigidos 
específicamente  a  cada  locus,  el  resultado  de  la  amplificación  de  los  mismos  se 
visualiza en un gel de electroforesis, el número de repeticiones se calcula en base al 
tamaño de los productos de amplificación, la variabilidad en la tipificación está dada 
porque, puede haber ausencia de estos locus, y por lo tanto no se observan productos 
de  amplificación  en  locus  determinados.  El  número  de  repeticiones  varia  de  2  a  8 
copias,  ocasionalmente  pueden  ser  más  de    9  en  cada  locus,  pero  también  en 
ocasiones puede ser  cero (14,15, 16, 19, 57,70,). 
 
La técnica MIRUs tiene un poder discriminatorio igual o ligeramente menor a RFLP-
IS6110 dependiendo del número de locus MIRU que se tengan en cuenta para los 
estudios, 12, 15 o 24, a mayor número de locus, mayor poder discriminatorio (73,74). 
 
Es una técnica fácil de realizar, muy rápida, pues no requiere la purificación de ADN y 
puede ser llevada a cabo directamente sobre los cultivos, los resultados pueden ser 
observados en un gel de electroforesis con una resolución de 50 pb o por medio de 
análisis automatizados más sofisticados, y puede ser representado en formato digital 
facilitando su interpretación y comparabilidad, haciendo que sea aplicado directamente 
sobre  estudios  poblacionales  permitiendo    caracterizar  rápidamente    los  brotes 
(74,74,75).  Actualmente  se  considera  Gold  estándar  para  la  tipificación    de  M. 
tuberculosis.  
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Parte de los aislados tipificados en este estudio fueron analizadas anteriormente por las 
metodologías  RFLP-IS6110  por  Hernández  et  al  (76)  y  Spoligotyping  Jiménez  et  al 
(77), y en el presente estudio se realizó su tipificación por medio de la metodología 
MIRUs-VNTR. 
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5.   METODOLOGÍA 
 
                                                             5.1  Tipo de estudio 
 
El  presente  es  un  estudio  descriptivo  transversal  retrospectivo  llevado  a  cabo  en 
aislamientos de M. tuberculosis obtenidos en Bogotá entre 1995 y 2007. 
 
                                              5.2  Muestra 
 
Actualmente  la  colección  de  Micobacterias  del  Laboratorio  de  Micobacterias  de  la 
Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia  está compuesta por 240 
aislamientos de M. tuberculosis, todos aislados en la ciudad de Bogotá, provenientes 
de diferentes centros hospitalarios de la ciudad  desde el año 1995 hasta el 2009, las 
cepas  fueron  seleccionadas  de  acuerdo  a  la  disponibilidad  de  todas  las  variables 
demográficas  y  clínicas,  y  a  la  efectiva  recuperación  de  los  aislamientos  desde  el 
glicerol; bajo estos criterios se escogieron 152 aislamientos los cuales cumplieron con 
los requerimientos exigidos. 
 
     5.3 Variables de Estudio 
 
•   Se tuvieron en cuenta variables epidemiológicas de los  pacientes tales como: género, 
edad, tipo de tuberculosis, coinfección con VIH, habitante en situación de calle, lugar de 
procedencia de la muestra (centro hospitalario) y resultado de la baciloscópia. 
Los datos obtenidos se consignaron en una hoja de cálculo de Microsoft Office Excel 
2007®. 
•   Variables Genotípicas de los aislamientos obtenidas por MIRUs-VNTR. 
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           5.4  Análisis de la Información 
 
Una  vez  recopilados  los  datos  de  las  variables  demográficas  y  clínicas  antes 
mencionadas y la de los patrones de cada aislamiento se realizó un análisis bivariado 
de los cluster formados por las cepas para determinar  su posible asociación con las 
diferentes  variable  con  el  fin  de  observar  el  comportamiento  de  estas  dos 
características en la muestra estudiada. Las pruebas utilizadas para estas variables 
fueron pruebas de Chi cuadrado y Test de Fisher 
 
 
      5.5  Equipos, Materiales y Reactivos 
Equipos 
-  Cámara de flujo laminar Tipo II (Labconco) 
-  Baño serológico (Memmert)  
-  Incubadora 37° C 
-  Centrifuga Refrigerada (Eppendorf) 
-  Micropipetas automáticas (Eppendorf) 
-  Cámaras de electroforesis Horizontal 
-  Fuentes de poder 
-  Termociclador Perkin Elmer Gene Amp PCR System. 
-  Cámara fotográfica Nikon  
-  Documentador de geles 
Materiales 
-Tubos de Vidrio tapa rosca de 10 ml Scott 
- Espátulas de Madera 
-Tubos Eppendorf 1.5 y 2.0 ml 
-Tubos Falcon 25ml y 59 ml 
-Gradillas 
-Puntas para Micropipeta 
-Vasos de Precipitado 
-Probetas  
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-Papel Parafilm 
Reactivos 
-Fosfato Monopotásico anhidro KH2PO4 (Codex Ref: 361507) 
-Citrato de Magnesio C6H5O7Mg3 (Merck Ref: K22245404) 
-  Sulfato de Magnesio MgSO4 (Merck Ref: 8541283) 
-  Glutamato de Sodio C5H8NaO4 (Merck: K 23285645) 
-  Fosfato disódico Na2HPO4 (Merck 137936) 
-  L. asparagina (Sigma Ref: A 4284) 
-  Piruvato de Sodio (Merck Ref: 1066190050) 
-  Glicerol C3H8O3 (Merck: Ref: 2139394) 
-  Verde de Malaquita (Merck: Ref: KA 4797942) 
-  Agarosa (Seakem Ref: 50004, Invitrogen: Ref: 15510.019) 
-  Tris (Hidroximetil aminometano) (Merck Ref: 8382B006 822) 
-  Acido Bórico (Merck Ref: A 5770065) 
-  EDTA Acido Etilendiaminotetraacético (Merck: Ref: 108418.1000) 
-  Dodecil Sulfato Sódico SDS (Merck Ref: 118309) 
-  Proteinasa K (Invitrogen Ref: 25530-015) 
-  Lisozima (Roche Ref: 837059007) 
-  Cloruro de Sodio NaCl (Merck Ref: 567440) 
-  Cetyl Trimetyl Ammonio Bromuro CTAB (Merck  Ref: 102342) 
-  Cloroformo (Merck Ref: K 38791545822) 
-  Alcohol Isoamílico (Merck Ref: K 34328134) 
-  Isopropanol (Sigma Ref: 67-63-0) 
-  Etanol (Merck Ref: 10986) 
-  dNTPs Set (Invitrogen Ref: 10297-018, GE Healthcare) 
-  Kit Taq polimerasa (GEHealthcare) 
-  Marcador peso molecular 100 pb (Invitrogen Ref: 15628019, GE Healthcare) 
-  H2O mq 
-  Dimetilsulfoxido DMSO (Sigma Ref: 200-664-3) 
-  Bromuro de Etidio. (Sigma Ref: 1239-45-8)  
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-  Primers  Forward  y  Reverse,  los  iniciadores  para  cada  uno  de  lo  loci  MIRU  se 
muestran en la tabla 2. 
Tabla 2. Secuencias de iniciadores (primers) de cada uno de los locus MIRUs. 
 
LOCUS  ALIAS  SECUENCIA 
154  M2-F  TGGACTTGCAGCAATGGACCAACT 
   M2-R  TACTCGGACGCCGGCTCAAAAT 
580  M4-F  GCGCGAGAGCCCGAACTGC 
   M4-R  GCGCAGCAGAAACGTCAGC 
960  M10-F  GTTCTTGACCAACTGCAGTCGTCC 
   M10-R  GCCACCTTGGTGATCAGCTACCT 
1644  M16-F  TCGGTGATCGGGTCCAGTCCAAGTA 
   M16-R  CCCGTCGTGCAGCCCTGGTAC 
2059  M20-F  TCGGAGAGATGCCCTTCGAGTTAG 
   M20-R  GGAGACCGCGACCAGGTACTTGTA 
2531  M23-F  CTGTCGATGGCCGCAACAAAACG 
   M23-R  AGCTCAACGGGTTCGCCCTTTTGTC 
2687  M24-F  CGACCAAGATGTGCAGGAATACAT 
   M24-R  GGGCGAGTTGAGCTCACAGAA 
2996  M26-F  TAGGTCTACCGTCGAAATCTGTGAC 
   M26-R  CATAGGCGACCAGGCGAATAG 
3007  M27-F  TCGAAAGCCTCTGCGTGCCAGTAA 
   M27-R  GCGATGTGAGCGTGCCACTCAA 
3192  M31-F  ACTGATTGGCTTCATACGGCTTTA 
   M31-R  GTGCCGACGTGGTCTTGAT 
4348  M39-F  CGCATCGACAAACTGGAGCCAAAC 
   M39-R  CGGAAACGTCTACGCCCCACACAT 
802  M40-F  GGGTTGCTGGATGACAACGTGT 
   M40-R  GGGTGATCTCGGCGAAATCAGATA 
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     5.6  Software 
 
•  El  programa  SSPS  15.0    para  Windows  fue  utilizado  para  realizar  el  análisis 
descriptivo de la población de estudio y los análisis bivariados. 
 
 El  portal  de  Internet  VNTR  Plus:  http//:www.miru-vntrplus.org/  se  utilizó  para  la 
construcción  de  los  dendogramas  utilizados  y  asi  obtener  la  cantidad  de    patrones 
únicos y agrupados usando los genotipos obtenidos por MIRUs-VNTR y Spoligotyping. 
 
•   Base de Datos SPOL DB4: Se utilizo con el fin de identificar los genotipos obtenidos 
en esta base de datos y para los análisis de la dispersión geográfica de los genotipos 
obtenidos en Bogotá comparados con los reportados por otros países del mundo. 
 
La  figura  3  muestra  el  resumen  de  los  pasos  metodológicos  para  la  tipificación  y 
cumplimiento de los objetivos de este con la posterior explicación detallada de cada 
uno de ellos. 
 
Figura 3. Esquema metodológico utilizado para la  tipificación por MIRUs-VNTR 
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     5.7  Cultivo de las cepas de M. tuberculosis 
 
Todas  las  cepas  de  M.  tuberculosis  fueron  recuperadas,  ya  que  estas  cepas  se 
encuentran  criopreservadas  a  -70° C  resuspendidas  en  Glicerol  al  50%.  Luego  de 
descongelar las cepas sometiéndolas a -20° C por una hora y luego a 4° C por una hora, 
luego las bacterias en suspensión sin congelar  fueron cultivadas en medio Lowenstein 
Jensen    cuya  preparación  se  muestra  en  el    Anexo  1;  se  agregó  200µl  de  la 
suspensión sobre la superficie  del medio de los medios de  cultivo y se incubaron a 
37° C    hasta  obtener  crecimiento  visible  sobre  la  superficie  del  medio  de  cultivo  el 
periodo de incubación oscilo entre las 4 y las 8 semanas. 
 
  
    5.8  Extracción de ADN  
 
La  extracción  de  ADN  se  llevó  a  cabo  siguiendo  la  metodología  descrita  por  Van 
Soolingen et al. 2001 y se realizó de acuerdo al siguiente protocolo:  
 
  -Se  cultivaron    en  medio  LJ  las  bacterias  por  hasta  4  semanas  o  hasta  obtener 
crecimiento visible. 
-  Las  colonias se mezclaron con buffer TE con vórtex 
-  Se  inactivaron  a  80° C  en  baño  serológico  por  20  minutos  y  se  dejaron    enfriar  a 
temperatura ambiente. 
-  Se agregó  50 µl de  lisozima 10 mg/ml 
-  Se incubó a 37° C  toda la noche. 
-    Se adicionaron 80 µl de la mezcla SDS 10% y proteinasa K 10mg/ml. 
-  Se incubó 10 min a 65° C 
-  Se adicionaron  100 µL  NaCl  5 M 
-  Se adicionaron  100 µl de CTAB/NaCl mezclar e incubar 10 minutos a 65° C 
-  Se agregó un volumen de cloroformo alcohol  Isoamílico 24:1, agitar y centrifugar 15 
min a 15000 revoluciones por minuto 
-  Se transfirió la  fase acuosa a otro vial cuidadosamente  
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-  Se adicionaron  0.6 volúmenes de isopropanol, se mezcló e incubó a -20° C durante 
toda la noche. 
-  Se centrifugó 15 minutos a 15000 revoluciones por minuto a 4° C 
-  Se descartó el sobrenadante 
-  Se  realizaron    dos  lavados  con  etanol  al  70%  centrifugando  cada  vez  a  15000 
revoluciones por 15 minutos a 4° C. 
-  Se descartó el sobrenadante y dejar los viales con las tapas abiertas hasta que se 
evapore por completa el etanol. 
-  Se resuspendió el ADN en buffer TE 1X 
-   Los ADNs se almacenaron  a -20° C 
 
 
   5.9 Evaluación y Cuantificación del ADN 
 
Para evaluar y cuantificar el ADN se llevó a cabo la siguiente metodología: 
•  Se preparó un gel de agarosa al 1% P/V en Buffer TBE 1X con bromuro de Etidio 0.5 
µg/ml. 
•  Se tomó 1 µl de ADN y se diluyó en 9 µl de Buffer Carga 1X con RNAsa. 
•  En el primer pozo se agregó un ADN con concentración conocida el cual se uso para 
realizar el cálculo de los demás  ADNs. 
•  Se corrió una electroforesis a 100 voltios por 30 minutos. 
•  El gel se visualizó en el documentador de geles y usando el GenTools se calculó la 
concentración de los ADNs de concentración desconocida.             
 
5.10   Amplificación  por  Reacción  en  Cadena  de  la  Polimerasa  de  12  Locus 
MIRUs. 
La estandarización de la técnica MIRUS-VNTR se realizó de acuerdo a la metodología 
propuesta por Supply et. al.  2001.  Se utilizó el set clásico  de 12 locus MIRUs (locus 
2,4,10,16,20,23,24,26,27,31,39 y 40), por lo que se realizaron 12 PCR por aislado para 
un total de 1824 PCRs  y aproximadamente 200 reacciones más  para la repetición de 
los aislamientos que no amplificaron en la primera ronda de amplificación.  
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 - Las reacciones de PCR se hicieron de forma manual, no se realizaron multiplex  PCR 
sino  PCR  individuales,  con  la  mezcla  para  PCR  mostrada  en  la  Tabla  3  y  con  el 
protocolo para el termociclador mostrado en la tabla 4. 
- La taq DNA polimerasa utilizada fue la taq recombinante de Amersham GE Heathcare 
y en lugar de solución Q se utilizó DMSO (Dimetilsulfoxido) 
 
Tabla 3. Componentes de la mezcla de PCR. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 4. Ciclos de temperatura para amplificación  
 
CICLOS  TEMPERATURAS  TIEMPO 
1X   Denaturación inicial  94° C  10 minutos 
35x Denaturación   94° C  30 segundos 
        Anillaje  69° C  1 minuto 
        Extensión  72° C  2 minutos 
1x   Extensión final  72° C  10  inutos 
Reactivo 
Concentración 
(Solución madre) 
Volumen en µl 
por tubo 
Agua Ultra Pura    17,473 
Buffer Mix (X)  10  3,2 
MgCl2 (mM)  50  1,25 
Primers F (µM)  4  2,1 
Primers R (µM)  4  2,1 
DMSO (%)  100  3,1 
dNTPs (mM)  25  0,65 
rTAQ U/µl  5  0,127 
Total mix sin ADN  30 
ADN (µg/µl)  0,02  1  
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      5.11  Electroforésis para evidenciar los productos de PCR. 
 
A  los productos de PCR se les agregó 10 µl de buffer carga compuesto por Xilen-
Xianol, azul de bromofenol, Ficoll y Agua destilada como se muestra en el anexo 2 y se 
depositaron 10 µl de esta mezcla en un gel de agarosa preparado al 1% P/V; en el 
primer pozo de este gel y cada 4  pozos se depositaron 10µl de marcador de peso 
molecular 100pb mostrado en la Figura 4 las bandas patrón para el cálculo de los 
pesos moleculares fueron en el caso del marcador de invitrogen la banda de 600 pb y 
en el marcador de Amersham la de 900 pb (Amersham o Invitrogen) y este gel se corrió 
a 100 Voltios durante 2 horas, posteriormente se realizó la tinción del gel con Bromuro 
de Etidio con una solución  a 5 µg/ml durante  20 minutos, luego el gel se llevo a un 
transiluminador y se utilizó una cámara Nikon para tomar la fotografía del gel.   
 
Figura 4.  Marcador de peso molecular 100 pares de bases. 
 
En la figura se muestran los tamaños de las bandas que se tienen en cuenta para el cálculo del peso 
molecular de los resultados de PCR.  
 
     5.12  Interpretación de los resultados 
 
Para determinar el número de VNTRs, el peso de los productos de PCR evidenciados 
en cada gel de electroforesis, el tamaño de los amplicones se calculó comparando la 
altura de la banda obtenida contra el marcador de peso molecular de 100 pares de 
bases y confrontándolo con el peso de la banda producto de PCR de H37Rv la cual se 
utilizo como control de PCR y referencia de peso molecular para compararlo con las 
muestras tipificadas, luego de calculado el peso molecular,  el número de copias se 
determinó   según una tabla de correspondencia entre el número de copias MIRUs y el  
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peso molecular previamente elaborada disponible en el Laboratorio de Referencia e 
Investigación del  Instituto  Pasteur  de Guadeloupe mostrada en el  Anexo 3. 
 
Como se mencionó en el marco teórico, los MIRUs-VNTR son secuencias similares a 
microsatélites los cuales presentan un tamaño entre 40 y 100 pares de bases, la tabla 
de correspondencia entre peso molecular y número de copias MIRUs nos dice cuantas 
repeticiones en tándem presenta cada locus en un aislamiento de M. tuberculosis en 
particular de acuerdo a su peso molecular el cual va incrementando entre mas copias 
de MIRUS presente, aunque existen aislamientos que no poseen ninguna copia MIRU 
siempre se va a observar amplificación ya que amplifica el locus pero su peso va a ser 
menor por no poseer este tipo de secuencias, en la Tabla 5  se muestran los tamaños 
en pares de bases de cada una de las repeticiones en tándem en cada locus. 
 
Tabla 5. Tamaño de repeticiones en tándem de cada locus 
 
LOCUS  TAMAÑO VNTRs 
Locus 2  53 pb 
Locus 4  77 pb 
Locus 10  55 pb 
Locus 16  53 pb 
Locus 20  77 pb 
Locus 23  53 pb 
Locus 24  54 pb 
Locus 26  51 pb 
Locus 27  53 pb 
Locus 31  53 pb 
Locus 39  53 pb 
Locus 40  54 pb 
 
La tabla No5 muestra el peso neto de cada uno de los VNTRs.  Ej. El peso molecular del locus 2 sin repeticiones en 
tándem es 402 pb, si este presentara una repetición en tándem el peso sería de 455 pb ya que se aumenta a su 
peso las 53 pb del VNTR  y así sucesivamente.  
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Luego  de  realizar  el  cálculo  del  número  de  repeticiones  MIRUs  (VNTR)                                                     
respectivo    para  cada  locus                       
, los resultados obtenidos estos  se consignaron en una base de datos elaborada en 
hojas de cálculo de Excel 2007®. 
 
Una vez consignados los datos en una base de datos se realizaron los dendogramas 
para determinar el número de clusters y el número de patrones únicos, utilizando  el 
portal  de  internet      VNTR  plus  http//:www.miru-vntrplus.org  y  se  construyeron  los 
dendogramas para MIRUs-VNTR código de 12 dígitos para el total de los  patrones 
obtenidos  y  para  MIRUs  en  conjunto  con  Spoligotyping  utilizando  el  coeficiente  de 
DICE y el método UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Using Aritmethic Average). 
 
Se calculó el poder discriminatorio de las diferentes metodologías de tipificación ya que 
129 cepas de las incluidas en este estudio había sido tipificadas previamente por RFLP 
y  137  fueron  tipificadas  por  Spoligotyping,  aunque  a  las  15  cepas  restantes  fueron 
tipificadas por Spoligotyping para realizar el análisis conjunto con el mismo número de 
cepas. El poder discriminatorio se calculó utilizando el Índice discriminatorio de Hunter 
Gaston  el  cual  determina  que  tan  hábil  es  una  metodología  de  tipificación  para 
reconocer como diferentes dos aislamientos no relacionados epidemiológicamente (90).  
 
Se  realizó  una  base  de  datos  en  EXCEL  2007®  con  variables  clínicas  y 
epidemiológicas de los pacientes tales como edad, género, tipo de Tuberculosis, tipo 
de muestra, lugar de proveniencia de la muestra (Centro Hospitalario), coinfección con 
VIH, habitante en situación  de calle, resultado de baciloscópia, año de aislamiento, 
resultado de patrón  Spoligotyping y resultado de patrón  MIRUs-VNTR, se realizaron 
los  análisis  bivariados  para    utilizando  el  Software  SSPS  para  Windows  V  15.0  y 
EPIDATA. 
 
Los  patrones    obtenidos  mediante    MIRUs-VNTR  se  compararon  con  aquellos 
reportados  en  la  base  de  datos  SPOLDB4  del  Instituto  Pasteur  de  Guadeloupe 
http//:www.pasteur-guadeloupe.fr/tb/spoldb4,  con  el  fin  de  identificar  los  
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aislamientos  bogotanos  en  la  base  mediante  la  asignación  de  un  código  SIT 
(Spoligotipe International type) y un código MIT (Miru Intrnational Type) estos códigos 
se asignan si se encuentran al menos dos aislamientos formando cluster; los que no se 
identifican en la base son denominados patrones huérfanos pero en caso que uno de 
los patrones únicos obtenidos  aparee o coincida con otro patrón huérfano reportado en 
la base de datos se asigna un código MIT, una vez identificadas las cepas se realizaron 
análisis de la distribución geográfica de los aislamientos. 
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6.  RESULTADOS 
 
    6.1  Descripción de la población en estudio. 
 
-Año. En la tabla se muestra la frecuencia de los aislamientos que se incluyeron en el 
estudio por año de aislamiento. 
Tabla 6. Frecuencia de aislamientos por año.  
 
Año de aislamiento  Frecuencia  % 
1995  4  2.6 
1999  6  3.9 
2003  2  1.3 
2004  14  9.1 
2005  82  53.2 
2006  33  21.4 
2007  13  8.4 
Total  154  100 
 
-Género. 
Figura 5. Distribución por género de los pacientes incluidos en el estudio. 
 
 
El 64.9% de los pacientes incluidos en el estudio son de sexo masculino  
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-Edad 
Figura 6. Intervalos para edad 
 
 
 
 En la figura se muestra que el 34%  de los pacientes de los cuales provenían los aislamientos se encontraron en el 
rango de edad de los 31 a los 45 años con un 34%. 
 
-Tipo de muestra 
En  cuanto  al  tipo  de  muestra  la  mayoría  de  las  cepas  fueron  aisladas  a  partir  de 
muestras de esputo 70/154 (45.5%), seguida de lavado Broncoalveolar 29/154 (18.8%)  
y orina 15/154  (9.7%). 
 
-Tipo de Tuberculosis 
El  tipo  de  tuberculosis  que  predominó  entre  los  pacientes  fue  la  TB  pulmonar  con 
121/154 aislamientos (78.6%), seguido de TB extrapulmonar con 28/154 aislamientos 
(18.2%) y Meníngea con 2/154 aislamientos (1.3%). 
 
-Coinfección con VIH 
Se tuvieron datos de 153 de los 154 aislamientos y la frecuencia de confección por VIH 
fue de un 7.8% (12/154). 
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-Pacientes habitantes en condición de calle 
En la muestra estudiada se encontró una frecuencia del 1.9% de pacientes en situación 
de calle con 3 aislamientos. 
 
-Lugar de procedencia 
 
Figura 7. Lugar de procedencia de los aislamientos 
 
 
 
En la figura se muestran los centros hospitalarios de los cuales provenían los aislamientos de M. tuberculosis, en 
donde se observa que la mayoría de los aislamientos provenían del Hospital Simón Bolívar con un 14,9% de los 
aislamientos seguido del Hospital San Ignacio y la Clínica San Pedro Claver con un 14.3% de los aislamientos para 
cada uno. 
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     6.2   Estandarización del método de tipificación MIRUs-VNTR 
 
             6.2.1 Evaluación y cuantificación de ADN 
 
La  extracción de ADN se realizó por medio del método CTAB NaCl propuesta por Van 
Soolingen  en  el  2001,  la  evaluación  y  cuantificación  del  ADN  se  realizó  como  se 
describió en el numeral 5.8 de la metodología. 
 
Figura 8.  Cuantificación de ADN  estimado a partir de un ADN con concentración 
conocida.  
 
Línea 1: 260 ng/ml, línea 2: 297 ng/ml, línea 3:  2.67 ng/ml, línea 4: 275 ng/ml, línea 5: 2.55 ng/ml, línea 
ml y línea 6: 270 ng/ 7: 272 ng/ml de ADN. La figura muestra las cepas agrupadas y los patrones únicos 
que se obtuvieron en la muestra estudiada. 
 
 
 
    6.2.2  PCR 12 LOCUS MIRUs. 
 
Las PCR se realizaron según la metodología propuesta por Supply et al en el 2001con 
las modificaciones mencionadas en la metodología. Se utilizó el mismo tipo de mezcla 
con las mismas proporciones para cada uno de los loci MIRUs, variando únicamente 
los primers que son específicos de cada locus, el tamaño  de los productos de PCR 
varían  según  el  número  de  copias  de  MIRUs  presentes  en  cada  aislamiento  cuyo 
número se calculó una vez se obtuvieron las fotografías de los geles con los productos 
de  amplificación,  el  cálculo  se  realizó  como  se  explicó  en  el  numeral  5.12  de  la 
metodología. En las fotografías de las Figuras 9-20 se muestran una fotografía de laca  
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locus con aislamientos incluido en la muestra con el fin de ejemplificar el orden en el 
que se corrieron los geles, en el primer carril y cada cuatro carriles se depositaron 10 µl 
de  marcador  de  peso  molecular  de  100  pares  de  bases,  en  el  segundo  carril  se 
deposita el amplificado de la cepa de control H7Rv ATCC y en los demás carriles se 
depositan los amplificados de los aislamientos clínicos incluidos en el estudio. 
 
 
Figura 9. Gel # 7 A amplificaciones H37Rv y Locus 2. 
 
M: Marcador de peso molecular, Carril 1: Cepa control H37Rv Peso Molecular (PM): 508 pb, 2 copias MIRUS, Carril 
2: Cepa 65, PM: 508 pb, 2 copias MIRUS, Carril 3: Cepa 66, PM: 455pb, 1 copia MIRUS, Carril 4: Cepa 67, PM: 
455 pb,  1 copia MIRUS, Carril 5: Cepa 68, PM: 508 pb, 2 copias MIRUS, Carril 6: Cepa 69, PM: 508 pb, 2 copias 
MIRUS, Carril 7: Cepa 70, PM: 455 pb, 1 copia MIRUS, Carril 8: Cepa 71, PM: 455 pb, 1 copia MIRUS, Carril 9: 
Cepa 72, PM: 508 pb, 2 copias MIRUS, Carril 10: Cepa 73, PM: 508 pb, 2 copias MIRUS, Carril 11: Cepa 74, PM: 
508 pb, 2 copias MIRUS, Carril 12: cepas 75, PM: 508 pb, 2 copias MIRUS 
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Figura 10. Gel # 55 B de amplificaciones H37Rv y Locus 4  
 
 
M: Marcador de peso molecular, Carril 1: Cepa control H37Rv Peso Molecular (PM): 406 pb, 3 copias MIRUS, Carril 
2: Cepa 199, PM: 329 pb, 2copias MIRUS, Carril 3: Cepa 200, PM: 329 pb, 2 copia MIRUS, Carril 4: Cepa 201, PM: 
329 pb,  2 copia MIRUS, Carril 5: Cepa 203, PM: 329 pb, 2 copias MIRUS, Carril 6: Cepa 204, PM: 329 pb, 2 
copias MIRUS, Carril 7: Cepa 205, PM: 329 pb, 2 copias MIRUS, Carril 8: Cepa 206, PM: 329 pb, 2 copias MIRUS, 
Carril 9: Cepa 209, PM: 329 pb, 2 copias MIRUS, Carril 10: Cepa 210, PM: 329 pb, 2 copias MIRUS, Carril 11: 
Cepa 211, PM: 329 pb, 2 copias MIRUS, Carril 12: cepas 212, PM: 329 pb, 2 copias MIRUS. 
 
 
Figura 11. Gel # 26 A de amplificaciones H37Rv y  Locus 10 
 
M: Marcador de peso molecular, Carril 1: Cepa control H37Rv Peso Molecular (PM): 643 pb, 3 copias MIRUS, Carril 
2: Cepa 107, PM: 643 pb, 3 copias MIRUS, Carril 3: Cepa 108, PM: 696 pb, 4 copias MIRUS, Carril 4: Cepa 109, 
PM: 696 pb,  4 copia MIRUS, Carril 5: Cepa 110, PM: 749 pb, 5 copias MIRUS, Carril 6: Cepa 111, PM: 749 pb, 5 
copias MIRUS, Carril 7: Cepa 112, PM: 696 pb, 4 copias MIRUS, Carril 8: Cepa 113, PM: 696 pb, 4 copias MIRUS, 
Carril 9: Cepa 114, PM: 696 pb, 4 copias MIRUS, Carril 10: Cepa 115, PM: 696 pb, 4 copias MIRUS, Carril 11: 
Cepa 116, PM: 749 pb, 5 copias MIRUS, Carril 12: cepas 118, PM: 329 pb, 2 copias MIRUS  
57 
 
Figura 12. Gel #26 B de amplificaciones H37Rv y Locus 16 
 
 
M: Marcador de peso molecular, Carril 1: Cepa control H37Rv Peso Molecular (PM): 671 pb, 2 copias MIRUS, Carril 
2: Cepa 107, PM: 724 pb, 3 copias MIRUS, Carril 3: Cepa 108, PM: 724 pb, 3 copias MIRUS, Carril 4: Cepa 109, 
PM: 671 pb,  2 copias MIRUS, Carril 5: Cepa 110, PM: 724 pb, 3 copias MIRUS, Carril 6: Cepa 111, PM: 724 pb, 3 
copias MIRUS, Carril 7: Cepa 112, PM: 724 pb, 3 copias MIRUS, Carril 8: Cepa 113, PM: 724 pb, 3 copias MIRUS, 
Carril 9: Cepa 114, PM: 671 pb, 2 copias MIRUS, Carril 10: Cepa 115, PM: 671 pb, 2 copias MIRUS, Carril 11: 
Cepa 116, PM: 724 pb, 3 copias MIRUS, Carril 12: cepas 118, PM: 671 pb, 2 copias MIRUS. 
 
 
Figura 13. Gel # 9 A de amplificaciones H37Rv y  Locus 20 
 
M: Marcador de peso molecular, Carril 1: Cepa control H37Rv Peso Molecular (PM): 591 pb, 2 copias MIRUS, Carril 
2: Cepa 107, PM: 591 pb, 2 copias MIRUS, Carril 3: Cepa 108, PM: 591 pb, 2 copias MIRUS, Carril 4: Cepa 109, 
PM: 591 pb,  2 copias MIRUS, Carril 5: Cepa 110, PM: 591 pb, 2 copias MIRUS, Carril 6: Cepa 111, PM: 591 pb, 2 
copias MIRUS, Carril 7: Cepa 112, PM: 591 pb, 2 copias MIRUS, Carril 8: Cepa 113, PM: 591 pb, 2 copias MIRUS, 
Carril 9: Cepa 114, PM: 591 pb, 2 copias MIRUS, Carril 10: Cepa 115, PM: 591 pb, 2 copias MIRUS, Carril 11: 
Cepa 116, PM: 591 pb, 2 copias MIRUS, Carril 12: cepas 118, PM: 591 pb, 2 copias MIRUS.  
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Figura 14. Gel # 27B de amplificaciones H37Rv y Locus 23 
 
M: Marcador de peso molecular, Carril 1: Cepa control H37Rv Peso Molecular (PM): 465 pb, 6 copias MIRUS, Carril 
2: Cepa 107, PM: 412 pb, 5 copias MIRUS, Carril 3: Cepa 108, PM: 465 pb, 6 copias MIRUS, Carril 4: Cepa 109, 
PM: 465 pb,  6 copias MIRUS, Carril 5: Cepa 110, PM: 412 pb, 5 copias MIRUS, Carril 6: Cepa 111, PM: 412 pb, 5 
copias MIRUS, Carril 7: Cepa 112, PM: 465 pb, 6 copias MIRUS, Carril 8: Cepa 113, PM: 465  pb, 6 copias MIRUS, 
Carril 9: Cepa 114, PM: 465 pb, 6 copias MIRUS, Carril 10: Cepa 115, PM: 465 pb, 6 copias MIRUS, Carril 11: 
Cepa 116, PM: 412 pb, 5 copias MIRUS, Carril 12: cepas 118, PM: 465 pb, 6 copias MIRUS. 
 
 
Figura 15. Gel # 34 A de amplificaciones H37Rv y Locus 24 
 
M: Marcador de peso molecular, Carril 1: Cepa control H37Rv Peso Molecular (PM): 447 pb, 1 copia MIRUS, Carril 
2: Cepa 123, PM: 447 pb, 1 copia MIRUS, Carril 3: Cepa 124, PM: 447 pb, 1 copia  MIRUS, Carril 4: Cepa 125, PM: 
447 pb,  1 copia MIRUS, Carril 5: Cepa 126, PM: 447 pb, 1 copia  MIRUS, Carril 6: Cepa 127, PM: 447 pb, 1 copia 
MIRUS, Carril 7: Cepa 128, PM: 447pb, 1 copia MIRUS, Carril 8: Cepa 129, PM: 447  pb, 1 copia MIRUS, Carril 9: 
Cepa 130, PM: 447 pb, 1 copia MIRUS, Carril 10: Cepa 131, PM: 447 pb, 1 copia MIRUS, Carril 11: Cepa 133, PM: 
447 pb, 1 copia MIRUS, Carril 12: cepa 134, PM: 447 pb, 1 copia MIRUS.  
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Figura 16. Gel # 28 B de amplificacionesH37Rv y Locus 26 
 
M: Marcador de peso molecular, Carril 1: Cepa control H37Rv Peso Molecular (PM): 438 pb, 3 copias MIRUS, Carril 
2: Cepa 107, PM: 540 pb, 5 copias MIRUS, Carril 3: Cepa 108, PM: 489 pb, 4 copias MIRUS, Carril 4: Cepa 109, 
PM: 489 pb, 4 copias MIRUS, Carril 5: Cepa 110, PM: 540 pb, 5 copias MIRUS, Carril 6: Cepa 111, PM: 540 pb, 5 
copias MIRUS, Carril 7: Cepa 112, PM: 540pb, 5 copias MIRUS, Carril 8: Cepa 113, PM: 591  pb, 5 copias MIRUS, 
Carril 9: Cepa 114, PM: 540 pb, 5 copias MIRUS, Carril 10: Cepa 115, PM: 540 pb, 5 copias MIRUS, Carril 11: 
Cepa 116 PM: 540 pb, 5 copias MIRUS, Carril 12: cepa 118 PM: 540 pb, 5 copias MIRUS. 
 
Figura 17. Gel # 27 A de amplificaciones H37RV Locus 27 
 
 
M: Marcador de peso molecular, Carril 1: Cepa control H37Rv Peso Molecular (PM): 657 pb, 3 copias MIRUS, 
Carril 2: Cepa 107, PM: 657 pb, 3 copias MIRUS, Carril 3: Cepa 108, PM: 657 pb, 3 copias MIRUS, Carril 4: Cepa 
109, PM: 657 pb, 3 copias MIRUS, Carril 5: Cepa 110, PM: 657 pb, 3 copias MIRUS, Carril 6: Cepa 111, PM: 657 
pb, 3 copias MIRUS, Carril 7: Cepa 112, PM: 657pb, 3 copias MIRUS, Carril 8: Cepa 113, PM: 57  pb, 3 copias 
MIRUS, Carril 9: Cepa 114, PM: 657 pb, 3 copias MIRUS, Carril 10: Cepa 115, PM: 657 pb, 3 copias MIRUS, Carril 
11: Cepa 116 PM: 657 pb, 3 copias MIRUS, Carril 12: cepa 118 PM: 57 pb, 3 copias MIRUS.  
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Figura 18. Gel # 53 B de amplificaciones H37RV y aislamientos locus 31 
 
 
 
M: Marcador de peso molecular, Carril 1: Cepa control H37Rv Peso Molecular (PM): 651 pb, 3 copias MIRUS, Carril 
2: Cepa 181, PM: 598 pb, 2 copias MIRUS, Carril 3: Cepa 182, PM: 598 pb, 2 copias MIRUS, Carril 4: Cepa 183, 
PM: 598 pb, 2 copias MIRUS, Carril 5: Cepa 184, PM: 651 pb, 3 copias MIRUS, Carril 6: Cepa 185, PM: 651 pb, 3 
copias MIRUS, Carril 7: Cepa 186, PM: 651pb, 3 copias MIRUS, Carril 8: Cepa 187, PM: 651  pb, 3 copias MIRUS, 
Carril 9: Cepa 188, PM: 651 pb, 3 copias MIRUS, Carril 10: Cepa 189, PM: 598 pb, 2 copias MIRUS, Carril 11: 
Cepa 190 PM: 651 pb, 3 copias MIRUS, Carril 12: cepa 191 PM: 651 pb, 3 copias MIRUS. 
 
 
Figura 19. Gel # 24 A de amplificaciones H37Rv y  Locus 39 
 
 
M: Marcador de peso molecular, Carril 1: Cepa control H37Rv Peso Molecular (PM): 646 pb, 2 copias MIRUS, Carril 
2: Cepa 93, PM: 646 pb, 2 copias MIRUS, Carril 3: Cepa 94, PM: 646 pb, 2 copias MIRUS, Carril 4: Cepa 95, PM: 
646 pb, 2 copias MIRUS, Carril 5: Cepa 96, PM: 646 pb, 2 copias MIRUS, Carril 6: Cepa 97, PM: 646 pb, 2 copias 
MIRUS, Carril 7: Cepa 98, PM: 646pb, 2 copias MIRUS, Carril 8: Cepa 98, PM: 646  pb, 2 copias MIRUS, Carril 9: 
Cepa 99, PM: 646 pb, 2 copias MIRUS, Carril 10: Cepa 100, PM: 646 pb, 2 copias MIRUS, Carril 11: Cepa 101 PM: 
699 pb, 3 copias MIRUS, Carril 12: cepa 102 PM: 646 pb, 2 copias MIRUS.  
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Figura 20. Gel # 54 B de amplificaciones H37Rv y Locus 40 
 
M: Marcador de peso molecular, Carril 1: Cepa control H37Rv Peso Molecular (PM): 408 pb, 1 copias MIRUS, Carril 
2: Cepa 182, PM: 354 pb, 0 copias MIRUS, Carril 3: Cepa 183, PM: 354 pb, 0 copias MIRUS, Carril 4: Cepa 184, 
PM: 624 pb, 5 copias MIRUS, Carril 5: Cepa 185, PM: 461 pb, 2 copias MIRUS, Carril 6: Cepa 186, PM: 408 pb, 1 
copias MIRUS, Carril 7: Cepa 187, PM: 408 pb, 1 copias MIRUS, Carril 8: Cepa 188, PM: 516  pb, 3 copias MIRUS, 
Carril 9: Cepa 189, PM: 354 pb, 0 copias MIRUS, Carril 10: Cepa 190, PM: 408 pb, 1 copias MIRUS, Carril 11: 
Cepa 191 PM: 516 pb, 3 copias MIRUS, Carril 12: cepa 192 PM: 354 pb, 0 copias MIRUS. 
 
 
Con  los  resultados  obtenidos  se  calcularon  las  frecuencias  de  los  diferentes  alelos 
provenientes en el estudio y se muestran en la tabla 7. 
 
Tabla 7. Frecuencia alélica en cada locus analizado. 
 
# Copias Locus 2 Locus 4  Locus 10 Locus 16 Locus 20 Locus 23 Locus 24 Locus 26 Locus 27 Locus 31 Locus 39 Locus 40
0 - - - - - - - - - - - 23.4%
1 24.7% 0.6% 18.8% 3.9% 99.4% 1.3% 99.4% 3.2% 3.9% 31.8% 0.6% 34.4%
2 74.7% 91.6% 20.1% 27.3% 0.6% 45.5% 0.6% 10.4% 94.8% 66.9% 98.1% 9.7%
3 0.6% 5.8% 40.3% 66.2% - 52.6% - 14.9% 1.3% 1.3% 1.3% 18.8%
4 - 1.9% 19.5% 2.6% - 0.6% - 62.3% - - - 7.8%
6 - - 1.3% - - - - 5.8% - - - 5.2%
7 - - - - - - - 0.6% - - - 0.6%
8 - - - - - - - 0.6% - - - -
9 - - - - - - - 1.9% - - - -  
 
En la tabla se muestran los alelos más frecuentemente encontrados en cada uno de los Locus MIRU, en general el 
número de copias MIRU variaron entre 0 y 9 copias El locus mas polimórfico es decir aquel que mostró mayor 
variación en el número de alelos y en nuestro estudio fue el Locus 26 con 8 alelos diferentes, seguido del  locus 40 
con 7 diferentes alelos, el tercero más polimórfico fue el locus 10 con 5 diferentes alelos, seguido de los locus 16 y 
23 con 4 diferentes alelos, el locus 2, 27,31 y 39 presentaron 3 alelos diferentes y los menos polimórficos fueron los 
locus 20 y 24 con solo dos alelos. 
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       6.3  Determinación de patrones únicos y agrupados. 
Figura 21. Dendograma MIRUs-VNTR 
 
 
La figura muestra las cepas agrupadas y los patrones únicos que se obtuvieron en la muestra estudiada. 
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       6.3.1 Análisis de Clusters 
Se construyó un dendograma con el fin de determinar el porcentaje de patrones únicos 
y cepas agrupadas a partir de los resultados obtenidos con la genotipificación usando  
MIRUs-VNTR.  Se  obtuvieron  73  patrones  únicos  (47.4%)  y  81  (52.6%)  cepas 
agrupadas en 21 clusters, con grupos de  mínimo de 2  y  máximo de 12 cepas Figura 
21. 
 
 En esta muestra se obtuvieron 94 genotipos diferentes por medio de la tipificación por 
MIRUs-VNTR.  A  pesar  que  se  tipificaron  152  cepas,  en  una  de  ellas  se  obtuvo 
infección policlonal en uno de los pacientes en el cual se obtuvieron (Figura 22) 3 
patrones diferentes que fueron incluidos para la realización del dendograma lo cual 
arroja un total de 154 patrones. 
 
Figura 22. Detección de infección policlonal 
 
 
 
En la figura se muestran los locus por los cuales fue posible detectar el caso de infección policlonal, en este caso el 
locus 2 y el locus 40 mostraron tres bandas de amplificación de la misma intensidad lo cual indica que el paciente se 
encontró infectado con 3 cepas diferentes de M. tuberculosis y los locus 16 y 31 que muestran 2 bandas, la 
combinación de los patrones se hizo calculando el peso exacto de los amplicones.  
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Posteriormente  se  analizó  cada  cluster  para  verificar  si  existía  algún  nexo 
epidemiológico entre las cepas agrupadas, como estas cepas habían sido tipificadas 
previamente por Spoligotyping, también se les asignaron los linajes correspondientes. 
 
Cluster # 1: Dos aislamientos (Ver Figura 21) 
Linaje: 100%  Harlem   
MIT (Miru International Type): 645 
Los dos pacientes de este cluster  correspondieron al género masculino, pacientes con 
tuberculosis  pulmonar,  fueron  aislados  en  los  años  2005  y  2006,  las  dos  muestras 
provenían del mismo centro hospitalario. 
 
Cluster # 2: Diez aislamientos (Ver Figura 21) 
Linaje: 90%T, 10%Harlem 
MIT: 45 
Este cluster está constituido por nueve hombres y una mujer las cepas se aislaron 
entre los años 2004 y 2006, cinco pacientes tienen en común el centro hospitalario de 
procedencia y dos de estos aislamientos se aislaron el mismo día, lo que podría sugerir 
una  contaminación cruzada de laboratorio. En este grupo otros dos pacientes también 
tenían en común el lugar de procedencia de la muestra y el año de aislamiento pero los 
pacientes fueron diagnosticados con ocho meses de diferencia, el tipo de tuberculosis 
fue 80% pulmonar, 10% extrapulmonar y 10%  desconocido. 
 
Cluster 3: Dos aislamientos (Ver Figura 21) 
MIT: 152 
Linaje: 50% LAM9 y 50% Harlem1Var 
Los dos aislamientos provenían de pacientes de género masculino, provenientes de 
diferentes  centros  hospitalarios,  aislados  en  el  año  2005,  un  paciente  presento  TB 
pulmonar y el otro TB extrapulmonar. 
 
Cluster 4: Cuatro aislamientos (Ver Figura 21)  
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Linaje: 75% Harlem, 25% T 
MIT: 742 
Estos  pacientes  fueron  diagnosticados  entre  los  años  2004  y  2006.  Dos  de  los 
aislamientos provenían del mismo centro hospitalario, las cepas se aislaron el mismo 
año pero en fechas diferentes. El 75% de los pacientes del grupo de género masculino 
y 25% de género femenino, 75% de los pacientes presentaron TB pulmonar y 25% TB 
extrapulmonar. 
 
Cluster 5: Dos aislamientos (Ver Figura 21) 
Linaje: 50% T y 50% linaje desconocido. 
MIT: 838 
El 50% género femenino y 50% género masculino, los pacientes provienen del mismo 
centro hospitalario pero uno de ellos fue diagnosticado en el año 2006 y el otro en el 
2007. 
 
Cluster 6: Cuatro aislamientos (Ver Figura 21) 
Linaje: 100% Harlem 
MIT: 7 
El 100% de los pacientes fué de género masculino, los aislamientos se obtuvieron en el 
año 2005, todas la TB eran de tipo pulmonar, dos de los aislamientos provenían del 
mismo centro hospitalario pero las cepas fueron aisladas con tres meses de diferencia. 
Uno de los pacientes de la muestra era habitante en condición de calle. 
 
Cluster 7: Dos aislamientos (Ver Figura 21) 
Linaje: 50% Harlem y 50% X 
MIT: 116 
100% de los pacientes eran de género femenino, fueron aislados en el año 2005 en 
diferentes centros hospitalarios, 50% TB pulmonar y 50% TB extrapulmonar.  
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Cluster 8: Cuatro aislamientos (Ver Figura 21) 
Linaje: 75% S y 25% de linaje desconocido 
MIT: 212 
El 100% de los pacientes eran del género masculino, 100% TB pulmonar, todos los 
aislamientos provenían de diferentes centros hospitalarios y este genotipo circuló entre 
los años 2004 y 2006.  
Cluster 9: Dos aislamientos (Ver Figura 21) 
Linaje: Desconocido 
MIT: 1186 
100%  pacientes  de  género  masculino,  los  dos  pacientes  presentaron  TB  pulmonar, 
aislados en diferentes centros hospitalarios. Uno de los pacientes fue diagnosticado en 
el  año  1995  y  el  otro  en  el  año  2006  mostrando  la  permanencia  de  este  genotipo 
durante 11 años.  
 
Cluster 10: Dos aislamientos (Ver Figura 21) 
Linaje: 100% T 
MIT: 1197 
Los dos aislamientos provenían del mismo centro hospitalario uno de ellos aislado en el 
2004 y el otro en el 2005, los dos pacientes eran de género masculino y uno de ellos 
era habitante en condición de calle.  
 
Cluster 11: Tres aislamientos (Ver Figura 21) 
Linaje: 100% LAM9 
MIT: 128 
Todos los pacientes se diagnosticaron en el año 2006 75% hombres, 25% mujeres, el 
100%  de  los  pacientes  presentó  TB  pulmonar.  Hubo  dos  pacientes  cuya  cepa  fue 
aislada en el mismo centro hospitalario y también se aislaron el mismo día de muestras 
de esputo sugiriendo de nuevo una posible contaminación cruzada de laboratorio. 
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Cluster 12: 9 aislamientos (Ver Figura 21) 
Linaje: 100% LAM 
MIT: 25 
Las cepas pertenecientes a este grupo fueron aisladas entre los años 2004 y 2005, el 
55.5% son de género masculino y el 44.4 de género femenino, tres de los aislamientos 
provenían del mismo centro hospitalario pero fueron aislados con al menos  un mes de 
diferencia, el 66.6% de los pacientes presentaron TB pulmonar. 
 
Cluster 13: Dos aislamientos (Ver Figura 21) 
Linaje: 100% LAM 
MIT: 24 
Los  dos  pacientes  fueron  diagnosticados  en  el  mismo  año  en  diferentes  centros 
hospitalarios. Los dos pacientes son de género masculino.  
 
Cluster 14: Cinco aislamientos (Ver Figura 21) 
Linaje: 100% Harlem 
MIT: 738 
Este cluster estuvo constituido por 4 aislamientos obtenidos en 1.999 de un  mismo 
paciente VIH positivo. En este paciente se encontró una infección policlonal  causada 
por 3  genotipos diferentes en una de las muestras, lo que  evidencia la habilidad de 
este  método  para  la  detección  de  infecciones  policlonales.  El  otro  paciente  VIH 
negativo  fue  diagnosticado  en  el  año  2005,  que  comprobó  la  circulación  de  este 
genotipo durante 6 años.   
 
Cluster 15: Tres aislamientos (Ver Figura 21) 
Linaje: 100% LAM9Var 
MIT: 1188  
68 
 
Estos  pacientes  fueron  diagnosticados  entre  los  años  2005  y  2006,  dos  de  los 
aislamientos se aislaron del mismo centro hospitalario con un mes de diferencia, dos 
pacientes presentaron TB extrapulmonar. 
 
Cluster 16: Dos aislamientos (Ver Figura 21) 
Linaje: 100% LAM9   
MIT: 1194 
Los dos pacientes se diagnosticaron en el año 2006 en diferentes centros hospitalarios, 
el 100% presentaron TB de tipo pulmonar  
 
Cluster 17: 12 aislamientos   (Ver Figura 21) 
Linaje: 91.6% LAM, 8.3% T 
MIT: 190 
Este  fue  el  cluster  más  grande  dentro  la  muestra  estudiada,  los  pacientes  fueron 
diagnosticados entre el año 2004 y 2006, el 58.3% de los pacientes presentaron TB 
pulmonar, tres de ellos provenientes del mismo centro hospitalario pero aislados en 
meses diferentes. 
 
Cluster 18: Dos aislamientos (Ver Figura 21) 
Linaje: 50% Harlem 50% LAM 
MIT: 1191 
100% Aislados en el 2005 provenientes de diferentes centros hospitalarios. 
Cluster 19: Cuatro aislamientos  (Ver Figura 21) 
Linaje: 100% LAM 9 
MIT: 1195 
Los pacientes fueron diagnosticados entre 2005 y 2006, 50% de ellos provenientes del 
mismo  centro  hospitalario  pero  diagnosticado  en  años  diferentes,  100%  de  los 
pacientes son de género masculino, uno de ellos coinfectado con el VIH. 
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Cluster 20: Tres aislamientos   (Ver Figura 21) 
Linaje: 100% LAM9 
MIT: 1200 
El 100% de los pacientes se diagnosticaron en el 2006, dos de ellos en el mismo centro 
hospitalario y en la misma fecha sugiriendo un tercer caso de posible contaminación 
cruzada. 
 
Cluster 21: Dos aislamientos 
Linaje: 50% LAM6H y 50% LAM9Var 
MIT: 1189 
El  100%  de  los  pacientes  se  diagnosticaron  en  el  2005  en  diferentes  centros 
hospitalarios, los dos pacientes eran de género masculino. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
70 
 
            6.3.2 Análisis estadístico de los aislamientos agrupados 
 
Para tratar de establecer  una asociación entre las diferentes variables y las cepas 
agrupadas en la muestra de estudio, se realizaron pruebas de Ji cuadrado y de Fisher, 
se utilizo test de Fisher cuando los valores esperados eran menores a 5 y Ji cuadrado 
cuando  los  valores  esperados  eran  mayores  a  5,  los  resultados  se  muestran  en  la 
Tabla 8. 
 
Tabla 8. Relación entre agrupamiento con variables clínicas y demográficas. 
VARIABLE  AGRUPADO  NO AGRUPADO  VALOR P 
Género 
Masculino 
Femenino 
 
27 
27 
 
48 
52 
 
0.813 * 
Hab. Calle 
No 
Si 
 
74 
77 
 
1 
2 
 
1.000 ** 
VIH 
Si 
No 
 
66 
72 
 
8 
4 
 
0.242 ** 
Tipo TB. 
Pulmonar 
Extrapulmonar 
 
62 
58 
 
12 
18 
 
1.306 * 
Resistencia 
Si 
No 
 
60 
72 
 
2 
2 
 
1.000 ** 
 
*   Chi cuadrado 
** Test de Fisher 
En el análisis realizado no se observa  ninguna asociación estadísticamente significativa entre variables 
demográficas y clínicas y agrupamiento, el índice de confianza de las pruebas fue del 95%.  
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       6.4  Comparación  entre  los  poderes  discriminatorios  de  las  diferentes 
metodologías de Tipificación. 
    
6.4.1 Poder discriminatorio de MIRUs-VNTR frente a  RFLP IS 6110 
 
El poder discriminatorio de cada uno de los métodos de genotipificación se calculó por 
medio del índice discriminatorio de Hunter Ganston (HGDI) (90) utilizando la siguiente 
fórmula: 
 
Donde: 
N: Número total de aislamientos en el estudio. 
S: Número de clusters obtenidos 
nj: Número de cepas por cluster 
 
En el anexo 5 se muestra de forma mas explicita la forma para calcular este índice.   
 
Tabla 9.  Comparación poder discriminatorio de MIRUs-VNTR frente al RFLP IS 6110  
 
RFLP IS-6110  MIRUS-VNTR 
# 
Cepas 
# 
Clusters 
Patrones 
únicos  HGDI 
# 
Cepas 
# 
Clusters 
Patrones 
únicos  HGDI 
129  17  94  0.996  154  21  73  0.983 
 
La tabla muestra  la diferencia entre los poderes discriminatorios obtenidos por RFLP IS 6110 con 129 patrones  y 
MIRUs-VNTR en 154 patrones. 
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       6.4.2 Poder discriminatorio de MIRUs-VNTR frente a Spoligotyping 
 
Tabla 10. Comparación poder discriminatorio de MIRUs-VNTR frente a 
Spoligotyping 
 
SPOLIGOTYPING  MIRUS-VNTR 
# 
Cepas 
# 
Clusters 
Patrones 
únicos  HGDI 
# 
Cepas 
# 
Clusters 
Patrones 
únicos  HGDI 
152  19  22  0.892  154  21  73  0.983 
 
La tabla muestra  la diferencia entre los poderes discriminatorios obtenidos por Spoligotyping con 154 patrones  y  
MIRUs-VNTR en 154 patrones. 
 
 
        6.4.3 Poder discriminatorio de cada uno de los locus MIRUs. 
 
Se calculó el Índice discriminatorio de Hunter Gaston para cada uno de lo locus MIRUs 
para  determinar  cuáles  fueron  los  locus  mas  polimórficos  y  contribuyeron  mas  a  la 
diferenciación de las cepas estudiadas. 
 
Tabla 11.  Poder discriminatorio de cada locus MIRUs 
 
LOCUS HGDI
2 0.38
4 0.16
10 0.72
16 0.050
20 0.012
23 0.51
LOCUS HGDI
24 0.129
26 0.925
27 0.100
31 0.554
39 0.038
40 0.77
 
La tabla muestra el poder discriminatorio de cada uno de los locus MIRUs, para saber cuál de ellos posee 
mayor capacidad de diferenciación el mas polimórfico fue el locus 26, seguido de los locus 40, 10 26 y 23. 
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             6.4.4 Análisis  conjunto de MIRUs-VNTR y Spoligotyping 
 
Para  que  el  método  MIRUs-VNTR  set  12  locus    tenga  un  mayor  poder  de 
discriminación y pueda ser aplicado en estudios poblacionales, debe estar acompañado 
de la tipificación por medio de Spoligotyping, 137 de los 154 aislamientos habían sido 
tipificados previamente por este método por Jimenez et. al, por lo tanto se tipificaron  
los 17 aislamientos restantes y se realizó un dendograma con el fin de establecer el 
número de cepas agrupadas y el número de patrones únicos, usando en conjunto estas 
dos metodologías los cluster se muestran en el dendograma ( Figura 21). 
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Figura 23. Dendograma MIRU-VNTR y  Spoligotyping 
 
La figura muestra las cepas agrupadas y los patrones únicos que se obtuvieron en la muestra estudiada.  
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Al elaborar el dendograma con el fin de determinar el número de cepas agrupadas y el 
numero  de  patrones  únicos  se  obtuvieron  100  patrones  únicos  (64.93%  de  los 
aislamientos) y 54 cepas agrupadas (35.07%) en 15 clusters de mínimo dos cepas y 
máximo 8 cepas por cluster.   
El  índice  discriminatorio  de  Hunter  Ganston  uniendo    estas  dos  metodologías  se 
muestra a continuación. 
 
Tabla 12. Comparación poder discriminatorio Spoligotyping en conjunto con MIRU-
VNTR y MIRUs-VNTR.  
 
SPOLIGOTYPING+MIRU-VNTR  MIRUS-VNTR 
# 
Cepas 
# 
Clusters 
Patrones 
únicos  HGDI 
# 
Cepas 
# 
Clusters 
Patrones 
únicos  HGDI 
154  15  100  0.993  154  21  73  0.983 
 
EL análisis del Spoligotyping como primer método de tipificación seguido por  MIRUs-VNT como segundo método de 
tipificación se observa que el poder discriminatorio de estas dos metodologías es similar al del RFLP IS 6110. 
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  6.5 Comparación de los Patrones MIRUs obtenidos con la base de datos 
mundial SPOLDB4 del Instituto Pasteur de Guadeloupe 
 
 
Una  vez  obtenidos  los  resultados  de  la  tipificación  de  los  aislamientos  por  MIRUs-
VNTR, se analizaron los patrones con la base de datos mundial conformada por 8000 
cepas con 1056 MIT (Miru International Type) asignados. Un código MIT es asignado 
cuando se encuentran por lo menos dos cepas formando cluster, o cuando uno de los 
patrones únicos coincide con alguno de los patrones únicos reportados previamente a 
la base de datos, en este momento estas dos cepas estarían formando un cluster y por 
lo tanto el código MIT es asignado, los demás son considerados patrones huérfanos o 
patrones autóctonos que solo han sido aislados en el país que informa los patrones. 
 
El 72% (111 aislamientos) fueron reportados previamente en la base de datos mundial 
y un código MIT fue asignado a cada uno de ellos, el restante 28% (43 aislamientos) no 
coincidió  con  ninguno  de  los  patrones  reportados  en  la  base  de  datos  y  fueron 
denominados como patrones huérfanos. 
 
Entre  las  cepas  analizadas  fueron  asignados  51  diferentes  Miru  International  Type, 
para las 111 cepas que coincidieron con un patrón en la base de datos, estos MIT 
fueron asignados al ser reportados a la base de datos por algún centro de investigación 
y se estableció el lugar de procedencia de acuerdo al país donde se aisló la cepa. La 
frecuencia  MIT  y  la  distribución    geográfica  de  cada  uno  de  los  MIT  asignados  se 
muestra a continuación en la Tabla 13. 
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Tabla 13. Frecuencia MIT y distribución geográfica de los MIRU tipos encontrados 
 
MIT Frecuencia Porcentaje
Dstribucion Geografica Mundial por país de acuerdo con SITVIT 1.
7 4 2,6 Reino Unido, Singapur, Bélgica, Estados Unidos, Japon, Croacia
15 1 0,6 Croacia, Bélgica,Reino Unido, Sur Africa
24 2 1,3 Guadeloupe
25 9 5,8 Guadelopupe, España, Reino Unido, Brasil, Guyana Francesa, Holanda, Bélgica, Croacia
35 1 0,6 Estados Unidos, Austria, Reino Unido, Sur Africa, Bélgica
45 10 6,5 Croacia, Reino Unido, Bélgica, Estados Unidos, España
46 1 0,6 Croacia, Estados Unidos, Reino Unido, Bélgica, Australia
116 2 1,3 Estados Unidos, Reino Unido, Sur Africa, Croacia
127 1 0,6 Brasil
128 3 1,9 Reino Unido, Bélgica, Estados Unidos, Brasil, España, Sur Africa
152 2 1,3 Croacia, Bélgica, Ureino Unido, España
161 1 0,6 Estados Unidos, Reino Unido, Croacia
190 12 7,8 Estados Unidos, España
212 4 2,6 Sur Africa, Reino Unido, Estados Unidos, Bélgica, Croacia
224 1 0,6 Reino Unido, Estados Unidos, Sur Africa, Bélgica, Croacia
247 1 0,6 Estados Unidos, Sur Africa, Croacia, Reino Unido , Belgica
273 1 0,6 Reino Unido, Singapur, Australia, Croacia
375 1 0,6 Bangladesh
432 1 0,6 Reino Unido
495 1 0,6 Brasil, Reino Unido
581 1 0,6 Croacia, Estados Unidos, Reino Unido, Bélgica, Australia
583 1 0,6 Reino Unido, Estados Unidos
611 1 0,6 Singapur, Estados Unidos, Croacia
645 2 1,3 Croacia, Estados Unidos, Epana
738 5 3,2 Croacia, Guadeloupe, Estados Unidos
742 4 2,6 Croacia, Reino Unido, Bélgica, Estados Unidos, España
807 1 0,6 Guadeloupe, Sur Africa
825 1 0,6 Bélgica, Reino Unido
838 2 1,3 Bélgica, Australia
897 1 0,6 Reino Unido
898 1 0,6 Guyana Francesa
1105 1 0,6 Turquia
1109 1 0,6 Canada
1179 1 0,6 Béelgica
1185 1 0,6 Estados Unidos
1186 2 1,3 Nuevo MIT
1187 1 0,6 Nuevo MIT
1188 3 1,9 Nuevo MIT
1189 2 1,3 Nuevo MIT
1190 1 0,6 Nuevo MIT
1191 2 1,3 Nuevo MIT
1192 1 0,6 Nuevo MIT
1193 1 0,6 Nuevo MIT
1194 2 1,3 Nuevo MIT
1195 4 2,6 Nuevo MIT
1196 1 0,6 Estados Unidos
1197 2 1,3 Nuevo MIT
1198 1 0,6 Nuevo MIT
1199 1 0,6 Croacia
1200 3 1,9 Nuevo MIT
1201 1 0,6 Reino Unido
Huerfanos 43 27,9  
La tabla muestra los códigos MIT asignados a las cepas de estudio, la frecuencia de los MIT asignados y el país 
donde habían sido reportados previamente los patrones encontrados en el estudio  
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El MIT más frecuente fue el MIT 190 con 12 (7.8%) aislamientos, seguido del MIT 45 
con  10  (6.5%)  aislamientos,  en    tercer  lugar  se  presento  el  MIT  25  con  9  (5.8%) 
aislamientos.  
 
Todos los aislamientos que se encontraban formando clusters se les asignó un numero 
MIRU internacional. A 13 de los clusters encontrados en este estudio se les asignó un 
nuevo MIT ya que estas cepas fueron reportadas por primera vez formando clusters en 
Colombia. 
 
Los patrones huérfanos son aquellos que no tenían un patrón reportado previamente y 
que se encontraban como patrones únicos en el estudio. Los países con los que se 
compartían genotipos con mayor frecuencia fueron España y Estados Unidos, seguidos 
de algunos países Europeos y del Caribe.  El único país Sur Americano con el que se 
compartieron genotipos fue con Brasil, país que comparte frontera con Colombia. 
 
Al tener a disposición los resultados de la tipificación de estos aislamientos por medio 
de Spoligotyping fue posible determinar los linajes a los que pertenecen las cepas de 
estudio.  El  linaje  más  frecuentemente  encontrado  fue  el  linaje  LAM  (Latinoamerica 
Mediterráneo) con un 49.35% de las cepas, seguido del linaje Harlem (Linaje Europeo) 
con  un  25.97%,  S  con  un  3.25%,  T  12.33%,  Beijing  0.650%,  X  1.3%  y  de  linaje 
desconocido 7.14%.  
 
Esta distribución de los linajes se co-localiza con la distribución geográfica encontrada 
por la tipificación por MIRUs-VTR observando que efectivamente estas cepas circulan 
en  su  mayoría  entre  el  continente  americano  y  el  Europeo,  un  esquema  de  esta 
distribución geográfica se muestra e la figura 24. 
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Figura 24. Mapa de distribución mundial de los genotipos MIT     
 
 
En el mapa se muestra la distribución mundial de los genotipos MIRUs obtenidos en Colombia, y los países entre los 
que estos circulan. 
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7. DISCUSIÓN 
 
Todas las cepas incluidas en el estudio fueron tipificadas en su totalidad  por la técnica 
molecular MIRUs-VNTR obteniendo la amplificación de cada uno de los 12 locus en 
todos los aislamientos. 
 
En  el  presente  estudio  se  tipificaron  152  aislamientos  clínicos  de  M.  tuberculosis 
provenientes  de  diferentes  centros  hospitalarios  de  Bogotá  pero  se  obtuvieron  154 
diferentes patrones MIRU, ya que como se detecto previamente por RFLP IS 6110 (76) 
por medio de esta metodología fue posible detectar la presencia de infección policlonal 
en  un  paciente  VIH  positivo,  aunque  con  el  RFLP  se  encontraron  dos  diferentes 
patrones  para  el  mismo  paciente  con  MIRUs-VNTR  se  encontraron  3  diferentes 
patrones  en  una  de  las  muestras  obtenidas,  evidenciando  la  utilidad  de  esta 
metodología  para  la  detección  de  infecciones  causadas  por  diferentes  cepas  de  la 
bacteria y a su a vez cuantos genotipos están infectando al paciente . Este hallazgo  ha 
sido  reportado  en  investigaciones  previas  utilizando  metodologías  basadas  en  PCR 
(96),  en  pacientes  infectados  con  cepas  susceptibles  y  no  susceptibles  a 
medicamentos que infectan simultáneamente a un mismo paciente, lo cual tiene gran 
importancia a nivel de tratamiento. En un estudio realizado por Berguec et.al. (72) en el 
cual buscaban la aplicabilidad clínica de la tipificación por MIRUs-VNTR encontraron un 
caso de infección policlonal en un paciente (paciente 1) que se encontró infectado con 
M. tuberculosis al igual que su hija (paciente 2) al realizar pruebas de susceptibilidad a 
medicamentos encontraron que el aislamiento proveniente del padre era resistente a 
isoniacida y la hija era sensible a todos los medicamento de primera línea, deciden 
tipificar los aislamientos por RFLP el cual mostro numerosas bandas las cuales eran 
confusas  y  difíciles  de  interpretar,  algunas  de  estas  bandas  eran  iguales  a  las 
encontradas en el  patrón de la hija, y con MIRUs-VNTR encontraron dos bandas de 
amplificación en 4 locus diferentes, una de las cuales era igual al patrón encontrado en 
el  aislamiento  de  la  hija,  lo  cual  corrobora  la  utilidad  de  esta  metodología  en  la 
detección  de  esta  clase  de  infecciones  lo  cual  es  importante  a  la  hora  de  tomar 
decisiones a nivel de tratamiento del paciente  (58, 96,97)  
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MIRUs-VNTR  es  una  metodología  basada  en  PCR  la  que  resultó    útil  y  de  fácil 
realización  para  tipificar  aislamientos  del  complejo  M.  tuberculosis,  superando  los 
inconvenientes técnicos o de bajo poder discriminatorio en aislamientos con menos de 
5 copias en caso del RFLP-IS 6110 y del Spoligotyping, respectivamente. Sin embargo, 
la  realización  de  la  metodología  en  forma  manual,  visualizando  los  productos  de 
amplificación  de  cada  locus    en  PCRs  individuales  utilizando  geles  de  agarosa  y 
calculando visualmente el número de copias MIRU es dispendiosa y requiere cierto 
grado de experiencia. Vale la penda destacar que estas dificultades técnicas se pueden 
superar por medio de la automatización del método como lo estandarizó Supply en el 
2001 (79), haciéndolo más eficiente y sencillo de realizar. (18, 19, 56, 61,69) 
 
Aunque hay estudios que sugieren que la metodología MIRUs-VNTR (12 Locus) resulta 
ser más eficiente en la tipificación de M. tuberculosis (70), en este estudio se observó 
que esta metodología aplicada individualmente fue menos discriminatoria (HGDI 0.983) 
y sobreestimó la transmisión reciente, en los aislamientos analizados, aunque su poder 
discriminatorio fue aceptable y considerablemente superior al del Spoligotyping (HGDI 
0.89) y no distó mucho del arrojado por  RFLP (0.996). Un estudio basado en población 
realizado por con 802 aislamientos en Bruselas Bélgica se  encontró que el porcentaje 
de agrupamiento con MIRUs-VNTR 12 Locus fue del 47.9%  frente al 52.6% obtenidos 
en este estudio, y  con MIRUs-VNTR junto con Spoligotyping obtuvieron un porcentaje 
similar al obtenido en este estudio, 32.2% de cepas agrupadas frente al 30.07% (74),  
la diferencia en el porcentaje pudo estar dada por el tamaño de la muestra objeto de 
estudio, reforzando la capacidad de la metodología MIRUs-VNTR para ser utilizada en 
estudios poblacionales ya que muestra un poder discriminatorio tan alto como el RFLP, 
cuando esta es utilizada en conjunto con Spoligotyping, pero al  aumentar los locus 
analizar, es decir usar el set de 15 o 24 locus MIRUs aumenta el poder de resolución 
de esta metodología . (70, 71, 74,91, 92,93) 
 
Al utilizar el Spoligotyping como primer método de tipificación  de aislamientos clínicos 
de M. tuberculosis y MIRUs-VNTR como segundo método para separar los clusters 
obtenidos por Spoligotyping, se observó que MIRUs-VNTR fue capaz de separar los  
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grandes clusters obtenidos por Spoligotyping y además permitió el aumento del poder 
discriminatorio (HGDI 0.993) siendo casi igual al del hasta hace poco considerado Gold 
Estándar para la tipificación RFLP IS-6110. (74, 91,92,98)  
 
El  Spoligotyping  sobreestima  la  frecuencia  de  transmisiones  recientes  de  M. 
tuberculosis  ya  que  al  encontrase  agrupados  dos  aislamientos  sugieren  que  la 
transmisión  se  dio  en  un  corto  periodo  de  tiempo  o  cuando  se  encuentran  dos 
aislamientos agrupados con largos periodos de diferencia en tiempo se habla de una 
reactivación  endógena  o  infección  crónica;    las    propiedades  evolutivas  del 
Spoligotyping  le confieren una hipo-variabilidad, manteniéndolo estable durante largos 
periodos de tiempo, por esto se utiliza como primer método de discriminación ya que su 
reloj biológico es lento mientras que MIRUs-VNTR posee un reloj biológico más rápido 
que permite diferenciar más eficientemente cepas agrupadas por la metodología previa 
(94). 
 
Al realizar el análisis de los grupos o clusters obtenidos con MIRUs-VNTR se encontró 
que en el cluster 2,11 y 20 dos pacientes de cada cluster habían sido diagnosticados 
en  el  mismo  centro  hospitalario  en  la  misma  fecha,  lo  cual  sugiere  que  se  pudo 
presentar  contaminación  cruzada  en  el  laboratorio  ya  que  estos  pacientes  no 
presentaban  ningún  otro  vinculo  epidemiológico  para  que  se  presentara  el  mismo 
patrón. Siendo esta otra de las grandes ventajas ofrecidas por esta técnica, ya que de 
aplicarse rutinariamente se podrían identificar rápidamente estos casos, evitando sus 
consecuencias tales como el suministro de un tratamiento antituberculosis  a pacientes 
falsamente  diagnosticados    como  el  aumento  de  costos  en  salud  al  administrar  un 
tratamiento  costoso  inoficioso,  en  el  estudio  realizado  por  Berguec  et.al.  (74) 
encontraron  que  en  un  laboratorio  en  Bélgica  se  diagnosticaron  seis  pacientes  con 
tuberculosis, lo cual llamó la atención ya que Bélgica es un país con una muy baja 
incidencia de tuberculosis, al tipificar por MIRUs-VNTR se dieron cuenta que cuatro de 
estos  pacientes  tenían  el  mismo  genotipo  y  al  correlacionar  los  resultados  con  los 
hallazgos de la historia clínica concluyeron que solo tres de los seis pacientes tenían en  
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realidad tuberculosis, siendo la detección de contaminación cruzada en el laboratorio 
otra de las grandes bondades ofrecidas por esta técnica. (57,72,74) 
 
No  se  obtuvo  ninguna  asociación  entre  agrupamiento  y  variables  como  Edad, 
Confección con VIH, individuos en situación de calle, y lugar de procedencia, aunque 
no es posible tener una certeza de esto ya que el tamaño de la muestra del estudio no 
nos  permite  hacer  asociaciones  causales,  pero  nos  brinda  una  perspectiva  del 
comportamiento de las cepas agrupadas en la muestra estudiada, ya que como se ha 
reportado en estudios basados en población como el de Mokrousov et.al (91) variables 
como  la  resistencia  a  medicamentos  y  estados  de  relevancia  clínica  como  la 
coinfección con VIH hace que los aislamientos sean susceptibles de agruparse, ya que 
determinados genotipos como el Beijing circulan en poblaciones especificas. (91) 
 
Al comparar los aislamientos en la base de datos mundial Spol DB4 se obtuvieron 111 
cepas con un MIT asignado para un total de 51 MIT en este estudio, 13 de estos 51 
MIT (MIT 1186,1187,1188,1189,1190,1191,1192,1193,1194,1195,1197,1198,1200) son 
MITs nuevos ya que estas cepas se informaron por primera vez a la base de datos 
mundial formando clusters y 43 cepas se encontraron como patrones huérfanos, es 
decir patrones únicos sin asignación de MIT. En total en el presente estudio se hallaron 
94  genotipos  MIRUs diferentes, frente  a 111  obtenidos por  RFLP,  metodología  que 
analizó una menor cantidad de cepas (76)  y 41 genotipos únicamente obtenidos por 
Spoligotyping, mientras que combinando MIRUs-VNTR y Spoligotyping se obtuvieron 
115 genotipos diferentes., analizando un mayor número de cepas que el estudiado por 
RFLP-IS6110. 
 
Se encontró que tres genotipos se mantuvieron circulando en Bogotá durante un amplio 
periodo de tiempo, el MIT1186 que se encontró en un paciente VIH positivo en el año 
1995,  se volvió a aislar en otro paciente no coinfectado con VIH  en el año 2006, 
indicando  la  circulación  de  la  cepa  durante  11  años.  El  segundo  MIT  que  circuló 
durante varios años fue el  838 aislado en el 2000 y luego en el 2007 (7 años), y el MIT 
738 encontrado en 1999 y posteriormente en el 2005, circulando durante seis años.   
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Con  estos  hallazgos  se  demuestra  que  los  MIRUs  encontrados  en  el  genoma  de 
Mycobacterium  tuberculosis  son  estables  y  que  es  posible  determinar  casos  de 
reactivaciones  endógenas  y  reinfecciones  recientes,  permitiendo  seguir  pacientes 
infectados crónicamente durante largos periodos de tiempo, tal como se reporto en un 
estudio  realizado  por  Savine  et.al.  y  de  esta  manera  proporcionar  tratamientos 
adecuados, y encaminar la estrategias dirigidas al control de la enfermedad gracia a la 
detección de estos casos que muchas veces están relacionados con otras variables de 
importancia  clínica  tales  como  la  resistencia  a  medicamentos  y  características 
implícitas de la población en la que circulan esta clase de cepas. (99) 
 
El MIT más frecuentemente encontrado en el presente estudio fue el MIT 190, el cual 
ha sido reportado por Estados Unidos y España, lo que nos permite sugerir que este 
genotipo se pudo haber introducido a nuestro país con la llegada de los españoles en la 
época  de  la  conquista  o  por  Norteamérica  llegando  hacia  el  sur,  lo  cual  se  podría 
confirmar si se tuvieran reportes de genotipos circulantes de M. tuberculosis en los 
países  centroamericanos.  Al  verificar  los  linajes  de  las  cepas  pertenecientes  a este 
cluster se observó que la mayoría de los aislamientos pertenecen al Linaje Harlem el 
cual se ha  encontrado normalmente en Suramérica (64) y un aislamiento perteneciente 
al linaje T de origen Europeo, mostrando una  relación entre los reportado por MIRUs-
VNTR y los linajes obtenidos por  Spoligotyping, que fueron en orden de frecuencia 
LAM 49.35%, y  Harlem 25.97%, los otros linaje son T 12.33%, S 3.25%, X 1.3% y 
Beijing 0.650%,  Los linajes encontrados en este estudio son similares a  los linajes 
encontrados en un estudio realizado en Venezuela por Abadía y colaboradores en el 
que hallaron los linajes Lam (53%), Harlem (5%), T (10.6%), S (1.9%), X (1.2%) y, 
Beijing 0.4%  (100). 
 
El  segundo  MIT  más  frecuente  fue  el  MIT  45  con  10  aislamientos,  el  cual  ha  sido 
reportado  principalmente  por  países  Europeos  y  también  por    Estados  Unidos.  En 
cuanto al linaje la mayoría de los aislamientos que conformaron este cluster también 
correspondieron a los linajes Harlem y T.   
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El tercer MIT fue el 25, el cual ha sido reportado en su mayoría en Guadeloupe y la 
Región Europea, además al verificar el linaje al que pertenecen las cepas todas se 
encontraron  en  el  linaje  LAM  (Latianoamerica-Mediterraneo),  el  cual  es  más 
frecuentemente reportado en Suramérica y Europa, mostrando una correlación entre 
las regiones que reportaron este genotipo y la coincidencia por región del Spoligotipo.  
En cuanto a los patrones MIRU Huérfanos 43 cepas se encontró que el  49% de los 
aislamientos pertenecen al linaje LAM, el 16.3% al linaje  T, el 14% pertenecieron al 
linaje Harlem, el 11,6% fueron de  linaje desconocido, 4.7% al linaje S, 2.3% al linaje X 
y 2.3% al linaje Beijing.   
 
Al comparar los cluster formados por MIRUs-VNTR, con amplios periodos de tiempo en 
cuanto a la fecha de aislamiento se obtuvo que referente al cluster 7 que agrupó 5 
cepas,  4  obtenidas  en  1.999  provenientes  del  mismo  paciente  VIH  positivo  y  una 
aislada en el año 2.005 en un centro hospitalario diferente y que no fueron agrupadas 
previamente por RFLP, con esta técnica se reportaron como patrones únicos, al igual 
que cuando se utilizo MIRUs-VNTR y Spoligotyping al mismo tiempo, mostrando que 
MIRUs-VNTR  como  único  método  para  estudios  de  epidemiologia  molecular  puede 
llegar a sobreestimar la transmisión reciente de casos y las reactivaciones endógenas.  
Se  comprobó  lo  mismo  en  el  cluster  9  donde  se  agruparon  dos  aislamientos,  uno 
obtenido en 1.995 y el otro en el año 2.006; estas dos cepas no se agruparon por 
RFLP, pero al analizar el dendograma de MIRUs-VNTR y Spoligotyping estas cepas 
persistieron  agrupadas,  y  sabiendo  que  el  poder  de  discriminación  de  estas  dos 
métodos unidos es similar al del RFLP, se podría establecer la relación en estos dos 
aislamientos, comprobando lo dicho previamente por Mazars et al.  (98), en un estudio 
que  encontró  que  pacientes  que  tenían  algún  vinculo  epidemiológico  no  eran 
agrupados usando RFLP lo que muestra que la tasa evolutiva de MIRUs-VNTR es más 
lenta que la de las secuencias de inserción, lo que puede conllevar a la subestimación 
de casos de transmisión reciente o de reactivación endógena, aun después de largos 
periodos  de  tiempo,  ya  que  sabemos  que  M.  tuberculosis  puede  permanecer  en  el 
organismo en estado de dormancia por largos periodos de tiempo (52,99). 
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8.  CONCLUSIONES 
 
•    Se demostró que el método de tipificación MIRUs-VNTR es útil para la detección de 
infecciones policlonales confirmando lo detectado previamente por RFLP. 
•  Por  medio  de  esta  metodología,  se  puede  realizar  seguimiento  a  pacientes  con 
infecciones crónicas, y reactivaciones endógenas de TB. 
•    El 52.6% de las cepas (81aislamientos) de estudio se encontraron agrupadas en 21 
clusters y el 47.4% (73 aislamientos) fueron patrones únicos. 
•    Se asignaron 13  nuevos  MIT en 25  cepas  y  se  encontraron  94  genotipos  MIRUs-
VNTR diferentes en los 152 aislamientos de estudio.  
•    Se  encontró  que  un  27.92%  (43  cepas)  de  la  cepas  tipificadas  fueron  genotipos 
huérfanos que pueden ser considerados como patrones autóctonos. 
•  Los linajes asignados a los patrones huérfanos encontrados por MIRUs-VNTR fueron 
LAM: 49%, T, 16.3%, Harlem 14%, S 4.7%, X: 2.3%, Beijing 2.3% y linaje desconocido 
11.6%. 
•  El locus mas polimórfico fue el locus 26 con ocho alelos diferentes, seguido del locus 
40 con siete y el locus 10 con 5 alelos. 
•    MIRUs-VNTR  (HGDI:  0.983)  como  metodología  única  presenta  un  poder 
discriminatorio inferior a RFLP IS-6110 (HGDI: 0.996) y superior a Spoligotyping (HGDI: 
0.892).  Al  analizar  las  cepas    con  MIRUs  y  Spoligotyping  (HGDI:  0.993) 
simultáneamente se obtuvo un poder discriminatorio casi igual al RFLP.  
•  El MIT más frecuente fue el MIT 190 con 12 aislamientos (7.8%), seguido del MIT 45 
con 10 aislamientos (6.5%), y del MIT 25 con nueve aislamientos (5.8%).  
•  El genotipo MIT que circulo por mayor cantidad de tiempo fue el MIT 1186, que se 
mantuvo durante once años, desde 1995 hasta el año 2006. 
•  No  se  encontró  asociación  entre  casos  agrupados    y  variables  como  género, 
confección con VIH, individuos en situación de calle, susceptibilidad a medicamentos 
de primera línea y tipo de tuberculosis, sin embargo el tamaño de la muestra no nos 
permite establecer asociaciones.  
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•    La mayoría de los Miru International Type obtenidos fueron reportados previamente 
por  países  Europeos  y  Norteamerica  coincidiendo  con  los  linajes  encontrados  por 
Spoligotyping. 
•  Los  aislamientos  correspondientes  a  este  estudio  fueron  LAM:  49.35%,  Harlem: 
25.97%, T: 12.33%, S: 3.25%, Linaje desconocido: 7.14%, X: 1.3% y Beijing: 0.650%. 
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9. RECOMENDACIONES 
 
•  Implementar la automatización de este método de tipificación para hacer más eficiente 
y económico el proceso. 
•  Evaluar esta metodología con el set de 15 y 24 locus MIRU. 
•  Realizar estudios poblacionales de tipificación molecular prospectivos con el fin de 
ayudar a encaminar los programas de Salud Publica para el control de la tuberculosis y 
de esta manera establecer asociaciones entre los casos de transmisión reciente y las 
diferentes variables epidemiológicas. 
•  Al  realizar  comparaciones  con  bases  de  datos  internacionales  se  deben  tener  en 
cuenta las diferentes variables e información de los pacientes con el fin de establecer 
relaciones entre dichas variables con los genotipos particulares. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
89 
 
10. BIBLIOGRAFIA 
 
1.  Enarson DA. Chretien J. Epidemiology of respiratory infectious diseases. Curr Opin 
Pulm Med 1999; 5:128-35 
 
2.  World  Health  Organization.  Global  Tuberculosis  Control:  Surveillance,  Planning, 
Financing. WHO Report 2008. Geneva, Switzerland, ISBN 92 4 156264 1. 
 
3.  Situación  de  la  Epidemia  de  SIDA,  diciembre  2004  Versión  original  inglesa, 
UNAIDS/04.45E,  diciembre  de  2004  :  AIDS  epidemic  update:  December  2004, 
Traducción – ONUSIDA. 
 
4.  Narvskaya  O,  Otten  T,  Limeschenko  E,  et  al.  Nosocmial  outbreak  of  multidrug-
resistant  tuberculosis  caused  by  a  strain  of  Mycobacterium  tuberculosis  W-Beijing 
family in St.Peterburg, Russia. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 2002; 21: 596-602. 
 
5.  Anti-Tuberculosis  Drug  Resistance  in  the  World.  Report  No.3. 
OMS/HTM/TB/2004.343. 
6.  Plan regional de Tuberculosis 2006 – 2015. Organización Panamericana de la Salud 
PAHO, Plan regional de Tuberculosis 2006-2015 Washington, D.C : OPS 2006 ISBN 92 
75 32673 8  
 
7.  Situación  de  Salud  en  Colombia,  Indicadores  básicos  2007.  Ministerio  de  la 
Protección Social 
 
8.   Ministerio  de  la  Protección  Social.  Dirección  general  de  Salud  Pública.  Instituto 
Nacional  de  Salud.  Subdirección  de  Epidemiología  y  Laboratorio  Nacional  de 
Referencia. Informe quincenal Epidemiológico Nacional 2006; 11 (6): 88-90. 
 
9.  Programa de Control de Tuberculosis. Secretaria Departamental de Salud 
  
90 
 
10.  Zignol  M  et  al.  Global  incidence  of  multidrug-resistant  tuberculosis:  Journal  of 
Infectious Diseases. Vol 194, (2006), p: 479-485 
 
11.  Global  tuberculosis  data  base.  Disponible  en  internet  en: 
www.who.int/globalatlas/dataQuery/reportData.asp? 
rptType= 
 
12.  Van  Embden  JD,  Crawford  JT  et  al.  Strain  identification  of  Mycobacerium 
tuberculosis by DNA fingerprinting: recomendations for a standarized methodology. J 
Clin Microbiol 1993; 31:406-9 
 
13.  Kamerbeek  J,  Schouls  L,  Kolk  A  et  al.  Simultaneous  detection  and  strain 
differentiation  of  Mycobacterium  tuberculosis  for  diagnosis  and  epidemiology.  J  Clin 
Microbiol 1997; 35: 907-914 
 
14.  Supply  P,  Lesjean  E,  Savine  K,  Kremer  K,  Van  Soolingen  D,  and  Locht  C. 
Identification  of  novel  intergenic  repetitive  units  in  a  Mycobacterial  two  component 
system operon. Mol. Microbiol 1997; 26: 991-1003 
 
15.  Supply P et al. Proposal for standardization of optimized Mycobacterial interspersed 
repetitive unit-variable-number tandem repeat typing of Mycobacterium tuberculosis. J 
Clin Microbiol 2006; 44: 4498-4510 
 
16.  Supply P, Mazars E, Lesjean S, Vincent V, Gicquel B and Locht C. Variable human 
minisatellite-like  regions  in  the  Mycobacterium  tuberculosis  genome.  Mol  Microbiol 
2000; 36: 762-771 
17.  Ministerio  de  la  protección  social,  Republica  de  Colombia.  (En  línea).  Plan 
estratégico para la expansión y/o fortalecimiento de la estrategia DOTS/TAS 2006-2015 
“Colombia libre de tuberculosis”. 2006 (Fecha de consulta: 16 Marzo 2009) Disponible 
en:http://www.minproteccionsocial.gov.co/VBeContent/library/documents/DocNewsNo1
5417DocumentNo2664.PDF  
91 
 
 
18.  Van Soolingen D/ Molecular epidemiology of tuberculosis and other Mycobacterial 
infections: main methodologies and achievements. 2001; 249: 1-26 
 
19.  Mostrom  P,  Gordon  M,  Sola  C,  Ridell  M,  and  Rastogi  N.  Methods  used  in  the 
molecular epidemiology of tuberculosis. Clin Microbiol and Infection 2002;  8: 694-704 
 
20.  Ospina  S.  Tuberculosis  una  perspectiva  histórico  epidemiológica.  Infecyio 
2001;5:241-250 
 
21.  Small PM. Tuberculosis in the 21
st century: DOTS and SPOTS. Int J Tuberc Lung 
Dis. 1999; 3: 949-955. 
 
22.   Rodríguez  EL,  Rodríguez  CD,  Díaz  ML  y  González  LC.  Tuberculosis  en 
poblaciones prehispánicas de “El Morro de Tulcán” y “El Tambo– Alto del Rey” en el 
departamento del Cauca, Colombia. Infectio. II encuentro nacional de investigaciones 
en enfermedades infecciosas. Resumen A-1. 2000; 4:17 
 
23.  Ospina S. La tuberculosis, una perspectiva histórico-epidemiologica. Infectio 2001; 
5(4): 241-250 
 
24.  Gutierrez  MC,  Brisse  S,  Brosch  R,  et  al.  Ancient  origin  and  gene  mosaicism  of 
theprogenitor of Mycobacterium tuberculosis. PLoS Pathog 2005; 1(1): e5. 
 
25.  Martin  A,  Herranz  M,  Ruiz  M,  Bouza  E  and  Garcia  D.  Rapid  clonal  analisis  of 
recurrent tuberculosis by direct MIRU-VNTR typing on stored isolates. BMC Microbiol 
2007; 7: 73 
 
26.  Bates  JH,  Stead WW.  The  Story  of  tuberculosis  as  a  global  epidemic.  Med  Clin 
North Am 1993;77:1205-17 
  
92 
 
27.  Leao  S,  Ritacco  V.  Tuberculosis  2007  from  basic  science  to  patient  care. 
Tuberculosis Textbook. Com First edition 
 
28.  Herzog H. History of tuberculosis. Respiration 1998; 65: 5-15 
29.  Sledzik  PS,  Bellantoni  N.  Brief  communication:  bioarcheological  and  biocultural 
evidence for the New England vampire folk belief. Am J Phys Anthropol 1994; 94: 269-
74. 
 
30.  http://www.ibl.fr/mirus/mirus.html (Fecha última consulta 01 Marzo 2009) 
 
31.  Sarrel  M.  A  history  of  tuberculosis.  (Artículo  en  Internet) 
http://www.state.nj.us/health/cd/  tbhistry.htm (Fecha de consulta: 01 Marzo 2009). 
 
32.  Koch R. Weitere Mittheilungen über das Tuberkulin. Dt. Med. Wochenschr. 1891; 17: 
1189-92. 
 
33.  Koch R. Classics in infectious diseases. The etiology of tuberculosis: Robert. Koch. 
Berlin, Germany 1882. Rev Infect Dis 1982; 4: 1270-4. 
 
34.  Kaufmann SH, Schaible UE. 100
th anniversary of Robert Koch´s Nobel Prize for the 
discovery of the tubercle bacillus. Trends Microbiol 2005; 13: 469-75. 
 
35.  Small PM. Tuberculosis in the  21
st century: DOTS and SPOTS. Int J Tuberc Lung 
Dis. 1999; 3: 949-955 
 
36.  Situación de la tuberculosis en Colombia. Indicadores básicos 2007. Ministerio de la 
protección social 
 
37.  Indicadores Instituto Nacional de Salud. 2008 
  
93 
 
38.  León  CI,  Guerrero  MI,  Naranjo  N,  Giraldo  BE.  Emergency  of  Mycobacterium 
tuberculosis  MDR  onset  in  Colombia.  A  classical  and  molecular  approach.  Spanish 
Journal of Chemotherapy 1997; 10 Supl 2:115 
 
39.  León CI, Guerrero MI, Naranjo N, Garzón MC, Sierra C. Descripción de la población 
tuberculosa  colombiana  (1999-2000)  involucrada  en  el  segundo  estudio  nacional  de 
farmacorresistencia. Biomédica 2002; 22:66 
 
40.  León CI, Guerrero MI, Naranjo N, Garzón MC, Sierra C. Descripción de la población 
tuberculosa colombiana (1999-2000). Infectio 2002; 6:84 
 
41.  León CI, Guerrero MI, Naranjo N, Garzón MC, Sierra C. Segundo estudio nacional 
de  resistencia  primaria  del  M.  tuberculosis  a  las  medicamentos  antituberculosas  en 
Colombia. Infectio 2002; 6:83. 
42.  Garzón  MC,  Angee  DY,  Llerena  C,  Orjuela  D.  Vigilancia  de  la  resistencia  de 
Mycobacterium tuberculosis a los medicamentos en Colombia 2004-2005 
 
43.  Center  for  disease  control  and  prevention  (CDC).  Emergence  of  Mycobacterium 
tuberculosis  with  extensive  resistance  to  second-line  drugs  worldwide  2000-2004. 
MMWR Morb Mortal Wkly Rep 2006; 55:302-205 
 
 
44.  Van  Soolingen  D,  Quian  L,  De  Haas  D,  Traone  H,  Portaels  F,  Zi  Quing  H, 
EnkhsaikanD, Nymadawa P, Van Embden J. Predominance of a single  genotype of 
Mycobacterium  tuberculosis  in  countries  of East  Asia.J  Clin  Microbiol  1995;33:3234-
3238 
 
45.  Bifani PJ, Mathema B, Kurepina NE, Kreiswirth BN, et al. Global dissemination of the 
Mycobacterium tuberculosis W-Beijing family strains. Trends Microbiol 2002; 10: 45-52  
  
94 
 
46.  Jacobs RF. Multiple-drug resistance tuberculosis. Clinical Infectious Disease. 1994; 
19: 1-10 
 
47.  Warren R, Victor T, Streicher E, Richardson M, Beyers N, Van Pittius N, Van Helden 
P. Patients with Active Tuberculosis often Have Different Strains in the Same Sputum 
Specimen. Am J Respir Crit Care Med 2004;169: 610–614 
 
48.  Fujiki A. The research institute of tuberculosis in Japan (RIT/JATA). TB Baceriology 
examination to Stop TB, Center for disease control and prevention (CDC), UNICEF 
 
49.  WHO/TB/98.258.  For  the  global  tuberculosis  program.  Laboratory  services  in 
tuberculosis  control  Part  II  Microscopy. 
http://www.phppo.cdc.gov/dls/ila/documents/lstc2.pdf  (Fecha  última  consulta: 
Septiembre 30 de 2009) 
 
50.  Center  of  disease  control  and  prevention  (CDC).Emergence  of  Mycobacterium 
tuberculosis  with  extensive  resistance  to  second  line-drugs  worldwide  2000-2004 
MMWR Morb Mortal Wkly Rep 2006: 55:302-305 
 
51.  Telenti A, Marchesi F, Balz M, Bally F, Böttger EC, Bodmer T. Rapid identification of 
mycobacteria  to  the  species  level  by  polymerase  chain  reaction  and  restriction 
enzymeanalysis. J Clin Microbiol 1993; 31: 175-8 
 
52.  Huebner RE, Schein MF, Bass JB Jr. The tuberculin skin test. Clin Infect Dis 1993; 
17:968-75. 
 
53.  Middlebrook  G,  Reggiardo  Z,  Tigert  WD.  Automatable  radiometric  detection  of 
growth ofMycobacterium tuberculosis in selective media. Am Rev Respir Dis 1977; 115: 
1066-9 
  
95 
 
54.  Kwara A, Schiro R, Cowan L, Hyslop N, Wiser M, Harrison S, Kissinger P, Diem L, 
Crawford  J.  Evaluation  of  the  epidemiologic  utility  of  secondary  typing  methods  for 
differentiation of Mycobacterium tuberculosis isolates. J Clin Microbiol 2003;41:2683-
2685 
 
55.   S. T. Cole, R. Brosch, J. Parkhill, T. Garnier, C. Churcher, D. Harris, S. V. Gordon, 
K. Eiglmeier, S. Gas, C. E. Barry III, F. Tekaia, K. Badcock, D. Basham, D. Brown, T. 
Chillingworth, R. Connor, R. Davies, K. Devlin, T. Feltwell, S. Gentles, N. Hamlin, S. 
Holroyd, T. Hornsby, K. Jagels, A. Krogh, J. McLean, S. Moule, L. Murphy, K. Oliver, J. 
Osborne, M. A. Quail, M.-A. Rajandream, J. Rogers, S. Rutter, K. Seeger, J. Skelton, R. 
Squares,  S.  Squares,  J.  E.  Sulston,  K.  Taylor,  S.  Whitehead  &  B.  G.  Barrell. 
Nature1998; 393: 537-544  
 
56.  Hawkey P, Smith E, Evans J, Monk P, Bryan G, Mohamed H, Bardhan M, Pugh N. 
Mycobacterial  Interspersed  Repetitive  Unit  Typing  of  Mycobacterium  tuberculosis 
Compared  to  IS6110-Based  Restriction  Fragment  Length  Polymorphism  Analysis  for 
Investigation  of  Apparently  Clustered  Cases  of  Tuberculosis.  J  Clin  Microbiol  2003; 
41:3514-3520 
 
57.  Peter F, Barnes MD, and Donald C. Molecular epidemiology of tuberculosis. N Engl 
J Med 2003 ; 349: 1149-56 
 
58.  Das.  S,  Narayanan  L,  Hari  L,  Mohan  S,  Somasundaram  N,  Selvakumar  P, 
Narayanan  R.  Simultaneous  infection  with  multiple  strains  of  Mycobacterium 
tuberculosis identified by restriction fragment polymorphism analysis. Int J Tuberc Lung 
Dis 8267–270 
 
59.  Sun A, Lee A, Ta Ng S, Ravindran S, Kremer K, Bellamy R, Wong S, Van Soolingen 
D,  Supply  P,  Paton N.  Characterization  of  ancestral  Mycobacterium  tuberculoisis  by 
multiple  genetics  markers  and  proposal  of  genotyping  strategy.  J  Clin  Microbiol 
2004;42:5058-5064  
96 
 
 
60.  Annete D, Kremer K, Martien W, Borgdorff, Petra E, De Haas H, Van Soolingen D. 
Genetic  heterogeneity  in  Mycobacterium  tuberculosis  isolates  reflectes  in  IS  6110 
restriction  fragment  length  polymorphism  patterns  as  low-  intensity  bands.  J  Clin 
Microbiol 2000; 38: 4478-4484 
 
61.  Cowan L, Mosher L, Diem  L, Massey J , Crawford J. Variable-Number Tandem 
Repeat  Typing  of  Mycobacterium  tuberculosis  Isolates  with  Low  Copy  Numbers  of 
IS6110  by  Using  Mycobacterial  Interspersed  Repetitive  Units.  J  Clin  Microbiol 
2002;40:1592-1602 
 
62.  Poulet  S,  Cole  ST.  Characterization  of  the highly  abundant  polymorphic  GC-rich-
repetitive  sequence  (PGRS)  present  in  Mycobacterium  tuberculosis.  Arch  Microbiol 
1995;163:87-95 
 
63.  RossBC, Raios K, Jackson K, Dwyer B. Molecular cloning of highly repeated DNA 
element from Mycobacterium tuberculosis and its use as an epidemiological tool. J Clin 
Microbiol 1992; 30:942-946 
 
64.  Filliol I, Driscoll J, Van Soolingen D, Kreiswirth B, Kremer K, Duc Anh G, Barlow R, 
Dilip  Banerjee,    Bifani  P,  Brudey  K,    Cataldi  A,  Cooksey  R,  Cousins  D,  Dale  J, 
Dellagostin O, Drobniewski F, Engelmann G,  Ferdinand S, Binzi G,  Gordon M,*M. 
Gutierrez C, Haas W,  Heersma H, KälleniusG , Kassa-Kelembho E, Koivula T,Ho Ly H, 
Athanasios Makristathis,  Mammina C, Martin G, Moström P, Mokrousov I, Narbonne V, 
Narvskaya O, Nastasi A,  Niobe-Eyangoh S,  Pape J, Razanamparany V, Ridell M,  
Rossetti M, Stauffer F, Suffys P, Takiff H, Texier-Maugein J, Vincent V, Jacobus H. de 
Waard,  Sola  C,Rastogi  N.  Global  distribution  of  Mycobacterium  tuberculosis 
spoligotypes. Emerging Infectious Diseases 2002;8: 1347-1349 
  
97 
 
65.  Brudey K, Driscoll L, et al. Mycobacterium tuberculosis complex diversity: mining the 
fourth  international  Spoligotyping  database  (Spol  DB4)  for  classification  population 
genetics and epidemiology. BMC Microbiol 2006; 6:23 
 
66.  Guerrero  M,  Suffys  P,  Vanderborcht  B,  De  Oliveira  M,  Cohen  I,  León  C. 
Comparación de métodos moleculares útiles en la detección rápida de Mycobacterium 
tuberculosis multirresistente. Infectio 2001; 5: 203-212 
 
67.  Supply P, Mazars E,  Lesjean S, Vincent V, Gicquel B, Locht C. Variable human 
minisatellite-like  regions  in  the  Mycobacterium  tuberculosis  genome.  Mol  Microbiol 
2000;3:762-771 
68.  Martin  A,  Herranz  M,  Ruiz  M,  Bouza  E  and  Garcia  D.  Rapid  clonal  analisis  of 
recurrent tuberculosis by direct MIRU-VNTR typing on stored isolates. BMC Microbiol 
2007; 7: 7 
 
69.  Sola C, Filliol I, Legrand E, Lesjean S, Locht C, Supply P, Rastogi N. Genotyping of 
the  Mycobacterium  tuberculosis  complex  using  MIRUs:  association  with  VNTR  and 
Spoligotyping for molecular epidemiology and evolutionary genetics. Infection Genetics 
and Evolution 2003; 3: 125-133 
 
70.  Van Deutekom H, Supply P, De Haas P, Willery E, Hoijng S, Locht C, Coutinho R, 
Van  Soolingen  D.  Molecular  typing  of  Mycobacterium  tuberculosis  by  mycobacterial 
interspersed repetitive unit-variable-number-tandem repeat analysis, a more accurate 
method for identifying epidemiological links between patients with tuberculosis. J Clin 
Microbiol 2005; 43: 4473-4479 
 
71.  Frothingham R, O’Connell M. Genetic diversity in the Mycobacterium tuberculosis 
complex  based  on  variable  numbers  of  tandem  DNA  repeats.  Microbiology  1998; 
144:1189-1196 
  
98 
 
72.  Allix-Berguec C, Supply P, and Fauville M. Utility of fast Mycobacterial interspersed 
repetitive unit-variable number tandem repeat genotyping in clinical mycobacteriological 
analisis. Clinical  Infectious  Diseases 2004; 39: 783-789 
 
73.  http://www.miru-vntrplus.org/MIRU/index.faces. Ultima consulta 4 Octubre de 2009. 
 
74.  Allix-Berguec  C,  Fauville-Dufaux  M,  SupplyP.  Three-Year  Population-Based 
Evaluation  of  Standardized  Mycobacterial  Interspersed  Repetitive-Unit–Variable-
Number  Tandem-Repeat  Typing  of  Mycobacterium  tuberculosi.  J  Clin  Microbiol 
2008;46:1398-1406 
 
75.  Sharma P,  Chauhan D, Upadhyay P, Faujdar J, Lavania M, Sachan S, Katoch K, 
Katoch V. Molecular typing of Mycobacterium tuberculosis isolates from a rural area of 
Kanpur by spoligotyping and mycobacterial interspersed repetitive units (MIRUs) typing. 
Infection, Genetics and Evolution 2008;8: 621–626 
 
76.  Hernandez J, Murcia M, et al. Epidemiología molecular de la tuberculosis en Bogotá 
en aislados clínicos obtenidos durante 11 años. Rev Salud Pública 2008; 10: 126-136 
 
77.  Jimenez  Y,  Murcia  M,  et  al.  Genotipificación  de  Micobacterias  pertenecientes  al 
complejo tuberculosis aisladas en Bogotá mediante la técnica de Spoligotyping. 
78.  Somerville  W,  Thibert  L,  Schwartzman  K,  Behr  M.  Extraction  of  Mycobacterium 
tuberculosis DNA: A question of Containment. J Clin Mibrobiol 2005;43:2996-2997 
 
79.  Supply, P., S. Lesjean, E. Savine, K. Kremer, D. van Soolingen, and C. Locht. 2001. 
Automated  high-throughput  genotyping  for  study  of  global  epidemiology  of 
Mycobacterium  tuberculosis  based  on  mycobacterial  interspersed  repetitive  units.  J. 
Clin. Microbiol. 39:3563–3571. 
 
80.  Fäh B. La cruz de doble barra, símbolo de la UICT.Algunas informaciones sobre sus 
orígenes. Boletín de la UITC (Ed española). 1982; 57:196-199.  
99 
 
 
81.  Nakajima H. Tuberculosis estado de urgencia. Salud Mundial 1993; 46:3 
 
82.  Kent  PT,  Kubica  GP.  Public  Health  Mycobacteriology:  A  Guide  for  the  Level  III 
Laboratory.  US  Department  of  Health  and  Human  Services,  1985.  CDC,  Atlanta, 
Georgia 
 
83.  Master,  R.N.  Section Editor.  “Mycobacteriology”.  Clinical  Microbiology  Procedures 
Handbook, Vol. 1, ASM, 1992, Washington, D.C. 
 
84.  Tsukamura  M.  Identification  of  Mycobacteria.  The  Mycobacteriosis  Research 
Laboratory of the National Chubu Hospital, Obu, Aichi 474, Japan, 1984. 
 
85.  Vincent V,  Brown-Elliot  B,  Jost  KC, Wallace  RJ.  Mycobacterium:  Phenotypic  and 
genotypic identification. In: Manual of Clinical Microbiology 8
th edition. 2003. Murray PR, 
JoBaron E, Jorgensen JH, Pfaller MA, Yolken RH, editors. ASM Press, Washington,DC. 
560-584 
 
86.  Arend SM, Andersen P, van Meijgaarden KE, et al. Detection of active tuberculosis 
infection by T cell responses to early-secreted antigenic target 6-kDa protein and culture 
filtrate protein 10. J Infect Dis 2000; 181: 1850-4. 
 
87.  Martin  A,  Herránz  M,  Ruiz  M,  Bouza  E,  De  Viedma  D.  Rapid  clonal  analysis  of 
recurrent  tuberculosis  by  direct  MIRU-VNTR  typing  on  stored  isolates.  BMC 
Microbiology 2007; 7:73 
 
88.  Kremer K, Kam B, Chi Wai Yip P, Skuce R, Supply P, Man Kam K, Van Soolingen 
D.Use  of  Variable-Number  Tandem-Repeat  typing  to  differentiate  Mycobacterium 
tuberculosis  beijing  family  isolates  from  Hong  Kong  and  comparison  with  IS6110 
restriction  fragment  length  polymorphism  typing  and  Spoligotyping.  J  Clin  Microbiol 
2005; 43: 314-320   
100 
 
 
89.  Van Soolingen D, De Hass P, Kremer K. Restriction fragment length polymorphism 
(RFLP) typing of micobacteria. National Institute of public Health and he Enviroment, 
Bilthoven, The Netherlands. 
 
90.  Hunter  PR,  Ganston  MA.  Numerical  index  of  the  discriminatory  ability  of  typing 
systems: an application of Simpson’s index of diversity. J Clin Microbiol 1988; 26: 2465-
2466 
 
91.   Mokrousov  I,  Otten  T,  Zozio  T,  Turkin  E,  Nazemtseva  V,  Sheremet3,  Boris 
Vishnevsky A, Narvskaya A,  Rastogi N. At Baltic crossroads: a molecular snapshot of 
Mycobacterium tuberculosis population diversity in Kaliningrad, Russia. FEMS Immunol 
Med Microbiol 2009: 55:13–22 
 
92.  Kremer  K,  Van  Soolingen  D,  Frotingham  R,  Hass  W,  Hermans  P,  Martin  C, 
Palittapongarnpim P, Plikaytis B, Riley L, Yakrus M, Musser J,  Van EmbdenJ. 1999. 
Comparison of methods based on different molecular epidemiological markers for typing 
of Mycobacterium tuberculosis complex strains: interlaboratory study of discriminatory 
power and reproducibility. J. Clin. Microbiol 1999; 37:2607–2618. 
 
93.  R, McCorry T, McCarroll J, Roring S, Scott A, Brittain D, Hughes,3 R. Glyn Hewinson 
S,  Neill.  Discrimination  of  Mycobacterium  tuberculosis  complex  bacteria  using  novel 
VNTR-PCR targets.2002; Microbiology 148:519–528. 
 
94.  Savine E, Warren R, D. Van der Spuy G, Beyers N, Van Helden P, Locht C,and 
Supply P. Stability of Variable-Number Tandem Repeats of Mycobacterial Interspersed 
Repetitive Units from 12 Loci in Serial Isolates of Mycobacterium tuberculosis. J Clin  
Microbiol 2002; 40:4561–4566 
  
101 
 
95.  Sotomayor H, Burgos J, Arango M. Demostración de tuberculosis en una momia 
prehispánica  Colombiana  por  la  ribo  tipificación  de  ADN  de  Mycobacterium 
tuberculosis. Biomédica 2004:24(Supl.) 18-26 
 
96.  Warren R, Victor T, Streicher E, Richardson M, Beyers N, Van Pittius N, Van Helden 
P. Patients with Active Tuberculosis often Have Different Strains in the Same Sputum 
Specimen. Am J Respir Crit Care Med  2004; 169: 610–614 
97.  Braden  R,  Morlock  G,  Woodley  C,  Johnson  K,    Colombel  A,  Cave  M,  Yang  Z, 
Valway  S,  Onorato  I  ,  Crawford  J.  Simultaneous  Infection  with  Multiple  Strains  of 
Mycobacterium tuberculosis. Clinical Infectious Diseases 2001; 33:42–47 
98.  Mazars  E,  Lesjean  S,  Banuls  A,  Gilbert  M,  Vincent  V,  Gicquel B,    Tibayrenc  M,  
Locht C, Supply P. High-resolution minisatellite-based typing as a portable approach to 
global analysis of Mycobacterium tuberculosis. PNAS 2001; 98: 1901–1906 
 
99.  Savine S, Warren R, Van der Spuy G, Beyers N, Van Helden P, Locht C, Supply P. 
Stability of Variable-Number Tandem Repeats of Mycobacterial Interspersed Repetitive 
Units from 12 Loci in Serial Isolates of Mycobacterium tuberculosis. J Clin Microbiol  
2002; 40(12): 4561–4566 
 
100.  Abadía E, Sequera M, Ortega D, Méndez M, Escalona A, Da Mata O, Izarra E, 
Rojas  Y.  Jaspe  Y,    Motiwala  A,  Alland  D,  De  Waard  J,  Takiff  H.  Mycobacterium 
tuberculosis ecology in Venezuela: epidemiologic correlates of common spoligotypes 
and a large clonal cluster defined by MIRU-VNTR-24. BMC Infectious Diseases 2009; 
9(122):1471-2334 
101.   
 
 
 
 
  
102 
 
ANEXOS 
 
Anexo 1.  Preparación de medio de cultivo Lowenstein Jensen LJ para 
Mycobacterium 
SOLUCION DE SALES 
REACTIVO  MEDIO LJ 
Agua destilada  1000 ml 
Fosfato Monopotásico anhidro 
KH2PO4 
4 gr 
Citrato de Magnesio 
C6H5O7 Mg3 14 H2O 
1.0 gr 
Sulfato de Magnesio 
MgSo4 7H2O 
0.4 gr 
Glutamato de Sodio 
C5H8NaO4 H2O 
0 gr 
Fosfato Disódico 
Na2HPO4 2 H2O 
0 gr 
L. Asparagina  6.0 gr 
Piruvato de Sodio  0 gr 
Glicerol 
C3H8O3 
20 ml 
Ph  4.6 
 
Verificar el número de moléculas de agua y recalcular según sea el caso. 
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PROPORCION DE COMPONENTES 
 
COMPONENTE  CANTIDAD 
Solución de sales  600 ml 
Homogenizado de Huevo  1000 ml 
Verde de Malaquita  20 ml 
pH final  6.8 
  Volumen final: 1620 ml 
 
•  Disolver sales una a una en el orden del listado de la tabla. Si es necesario calentar 
sin dejar hervir. 
•  Llevar al pH indicado con NaOH 1N o acido Fosfórico 1N  
•  Esterilizar a 121° C a 15 libras de presión por 15 minutos. 
 
HOMOGENIZADO DE HUEVOS 
•  Elegir huevos frescos con no mas de una semana de postura 
•  Colocar los huevos en agua jabonosa por 30 minutos 
•  Lavar uno a uno con cepillo o gasa con una solución de agua jabonosa 
•  Retirar el jabón con abundante agua 
•  Sumergir los huevos en alcohol al 70% por 15 minutos 
•  Retirar del alcohol 
•  Cubrir con gasa 
•  Quebrar los huevos en vasos de precipitado  
•  Observar  cada  huevo  a  utilizar  y  verificar  que  tengan  yema  firme,  redonda  y  sin 
manchas de sangre. 
•  Transvasar a licuadora hasta ¾ partes  
•  Homogenizar a baja velocidad por 1 minuto sin formación de espuma  
•  Filtrar homogenizado en embudo con gasa 
•  Agregar verde de malaquita al 2% 
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VERDE DE MALAQUITA 
•  Pesar 2 gramos de Oxalato de Verde de Malaquita  
•  Adicionar 100 ml de Agua destilada  
•  Esterilizar a 121° C 15 libras de presión por 15 minutos 
•  Dispensar en cada tubo de tal manera que se forme una superficie inclinada. 
•  Coagular a 78+/-2° C de 45 a 60 minutos con las tapas sin ajustar, evitar que hiervan o 
se deshidraten. 
•  Comprobar coagulación a los 45 minutos golpeando sobre la palma de la mano, el 
medio debe guardar firmeza y adherirse al vidrio o coagular hasta 60 minutos. 
•  Dejar enfriar a temperatura ambiente y ajustar tapas. 
•  Almacenar a 4° C protegido de la luz luego de realizar la prueba de esterilidad. 
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Anexo 2. Preparación de reactivos 
 
•  SOLUCIONES DE EXTRACCIÓN DE  ADN. 
-SDS (D-Dodeodecil sulfato de sodio 10% 
Pesar 50 gr de SDS y aforar a 500 ml de agua destilada. 
 
-Lisozima 10 mg/ml Vf 40 ml 
A 400 mg de lisozima adicionar 40 ml  de agua destilada estéril. 
 
-Buffer TE (Tris 10 mM- EDTA0.5mM) pH 8.0 
 
-Tris Vf 500 ml: 0.6055 gr de tris llevar a 500 ml de agua destilada 
 
-EDTA Vf 50 ml: 9.31 gr de EDTA llevara 50 ml de agua destilada. 
-TE: A 500 ml de Tris agregar 1 ml de EDTA 0.5M 
-Proteinasa K 10 mg/ml  Vf: 10 ml  
Pesar 10 mg de proteinasa K y llevar a 10 ml con Agua destilada estéril. 
 
-Cloruro de Sodio 5M  
Para  un  Volumen  final  de  10  ml  pesa  29.22  gramos  y  llevar  a  100  ml  con  agua 
destilada estéril. 
 
-CTAB/NaCl 
Pesar 4.1 gramos de NaCl y 10 gramos de CTAB y llevar a 100 ml con Agua destilada 
Estéril. 
 
-Cloroformo alcohol Isoamílico. 
A 24 ml de cloroformo agregar 1 ml de alcohol Isoamílico, recalcular según el volumen 
requerido.  
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•   PREPARACION DE BUFFER DE CARGA 
 
COMPONENTES  CARACTERISTICA  UTILIDAD 
Sucrosa Ficoll o 
Glicerol 
20% P/V 10 ml 
Componentes densos e 
hidrófobos 
Incrementan la densidad 
de la muestra, aseguran 
que el ADN baje en 
forma pareja dentro del 
pozo.  
Azul de Bromofenol 
0.25% P/V 25 mg 
Indica  en  un  corrido 
electroforético  bandas  de 
aproximadamente  300 
pares de bases.  
Es una forma de 
evidenciar a simple 
vista  el corrido 
electroforético de los 
fragmentos de ADN 
compactos  
Xylen Xianol 
0.25% P/V 25 mg 
Indica  en  un  corrido 
electroforético las bandas 
de aproximadamente 400 
pare de bases.  
Es una forma de 
evidenciar a simple 
vista  el corrido 
electroforético de los 
fragmentos de ADN 
laxos.  
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Anexo 4. Cepas de estudio con su código MIRUs de 12 dígitos 
 
# Cepa Codigo 12 
Digitos
# Cepa Codigo 12 
Digitos
# Cepa Codigo 12 
Digitos
# Cepa Codigo 12 
Digitos
# Cepa Codigo 12 
Digitos
1 224226143321 87 225325153321 125 233325153324 174 224326153221 220 225326153323
2 224226143321 88 223225163322 126 124326123220 175 222226153220 225 225325153323
3 224226143321 89 223326153321 128 233326163321 176 225225153221 226 223425152322
4 224226143321 90 222226163321 129 222325153321 177 224322153312 228 123326153220
5 222325143325 91 124325153220 130 124326153220 178 224326134421 229 123326153220
6 124326143320 92 124326153220 131 223126172321 179 222325153323 235 123226153220
7 212326143334 93 225325133323 133 224325183321 180 224326153220 237 224225154323
8 242325143325 94 125326133320 134 222325153321 181 224225153222 238 224325153321
9 232325143322 95 223225133322 137 225325193325 182 124326153220 239 222325153322
60 226335143323 96 123325133222 140 122226153224 183 124326153220 240 123325153323
62 223325153323 97 122126132320 146 122326193220 184 222325153325 254 224326153223
63 223327153323 98 242325133325 147 225325193324 185 225325153322 256 224225153321
64 224226153321 99 224325133223 151 124326123220 186 224226153321 4a 124326143222
65 225325123321 100 225325133323 152 224326163221 187 222226153321 4b 324226143320
66 124326133220 101 224325133234 153 124326123220 188 226325143323 N 154
67 124326153220 102 225325133322 154 223225163324 189 124326153220
68 224226143221 103 123426133320 155 222325153323 190 225325153321
69 225325153323 104 224326143221 156 222225153321 191 224326163323
70 233325153324 105 232325143322 157 224226153321 192 124326153220
71 224326153220 106 122326153320 158 224226163221 193 222125132320
72 225325153323 107 233325153324 159 223325153323 194 232325153324
73 242325153325 108 124326143220 160 222325153323 195 223325153322
74 225325153323 109 224226143221 161 222325153323 197 124326153221
75 225325153323 110 225325153324 162 124326123220 199 225325143323
76 224325153325 111 225325153323 163 233325153324 200 224226153321
77 123326153322 112 124326153220 164 222225153321 201 124326153220
78 124326153220 113 224326163321 165 224226153321 203 123326153220
79 124325153220 114 224226153321 166 224226143321 204 222126143321
80 225325153325 115 224226153321 167 224226153221 205 223226163221
81 225226153321 116 225325153321 168 224226153221 206 223226153321
82 124326153220 118 224226153321 169 225325153322 209 225325153323
83 224226153321 119 223425133422 170 225325153323 210 124326153220
84 233326143324 122 222126143321 171 124226133220 211 225325153321
85 222126152321 123 223226153321 172 124326163226 212 224226143221
86 225325153323 124 223226153321 173 225222153321 213 225325153323  
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ANEXO 5. Cálculo índice discriminatorio de Hunter Gaston 
Para  el  cálculo  del  índice  discriminatorio  de  Hunter  Gaston  se  utiliza  la  siguiente 
fórmula: 
 
Donde: 
N: Número total de aislamientos en el estudio. 
S: Número de clusters obtenidos 
nj: Número de cepas por cluster 
 
Ejemplo: 
En un estudio se tipificaron 100 cepas y se obtuvieron 20 genotipos diferentes; 40 de 
estos  genotipos  formaron  un  cluster,  30  genotipos  formaron  un  segundo  cluster,  7 
genotipos formaron un tercer cluster, tres genotipos formaron un tercer cuarto y cuatro 
genotipos  se  agruparon  en  un  quinto  cluster,  las  16  cepas  restantes  son  patrones 
unicos. 
Entonces se tiene que:  
N:100 
S:20 
Nj: Numero de aislamientos por cluster es decir n1:40, n2: 30, n3: 7... 
D= 1-[(n1 x n1-1+  n2 x n2-1 + n3 x n3-1… etc)] / [N x N-1] 
Por lo tanto: 
D= 1-[(40 x 39 + 30 x 29 + 7 x 8 + 3 x 2 + 4 x 3 + 1 x 0 …)] / ( 100 x 99] 
D= 1 - (2514/9900)  
D= 0.746. 
 
 